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Resumen

El trematodo Fasciola hepatica es un parasito zoonotico que afecta principalmente
animales herviboros destinados a la produccion y accidentalmente a humanos en
regiones altoandinas como Cajamarca, Perti. Su control depende casi exclusivamente
del triclabendazol (TCBZ), cuya eficacia se encuentra comprometida por la aparicion
de aislamientos resistentes. El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad en
los patrones de susceptibilidad fenotipica al TCBZ sulféxido (TCBZ.SO) en fasciolas
colectadas de higados bovinos en el Matadero Municipal de Cajamarca y expuestas in
vitro. Durante el afio 2023 se recolectaron parasitos adultos viables y se evaluaron en
medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino y antibacteriano-antimicotico.
Se expusieron a 15 pg/mL de TCBZ.SO por 12 h o 24 h, clasificando los fenotipos
segin su viabilidad expresada de cero a tres cruces. Se analizaron 1624 fasciolas
distribuidas en 203 lotes experimentales. Los resultados mostraron un 13,36 + 1,65 %
de fenotipos susceptibles a TCBZ.SO, 2,52 + 0,76 % resistentes y 84,11 £ 1,78 %
indeterminados. La variacion mensual fue significativa para los fenotipos susceptibles
(> = 50,14; p < 0,001), indeterminados expuestos 12 h (¥* = 25,00; p = 0,009) y
fenotipos resistentes (y~ = 23,83; p = 0,014). Se observo que hacia los meses finales
del afio hay una disminucién leve de susceptibles (s =—0,11; p <0,001), mientras que
la resistencia no mostré correlacion con los meses (s = —3,80; p > 0,05). Estos
hallazgos confirman la existencia de una poblacioén heterocigota de F. hepatica en
Cajamarca, con respuestas variadas ante el TCBZ.SO, y pueden integrarse a las

estrategias en el control del parasito en zonas ganaderas hiperendémicas.

Palabras clave: benzimidazol, Digenea, ensayo controlado, fascioliasis, resistencia

parasitaria



Abstract

The trematode Fasciola hepatica is a zoonotic parasite that affects mainly herbivorous
animals destined for production and accidentally humans in high Andean regions such
as Cajamarca, Peru. Its control depends almost exclusively on triclabendazole (TCBZ),
whose efficacy is compromised by the appearance of resistant isolates. The objective
of this study was to determine the diversity in phenotypic susceptibility patterns to
TCBZ sulfoxide (TCBZ.SO) in liver flukes collected from bovine livers at the
Municipal Slaughterhouse of Cajamarca and exposed in vitro. During 2023, viable
adult parasites were collected and evaluated in RPMI-1640 medium supplemented
with fetal bovine serum and antibacterial-antimycotic. They were exposed to 15
pg/mL TCBZ.SO for 12 h or 24 h, ranking the phenotypes according to their viability
expressed from zero to three crosses. A total of 1624 liver flukes distributed in 203
experimental batches were analyzed. The results showed 13.36 = 1.65 % TCBZ.SO
susceptible phenotypes, 2.52 £ 0.76 % resistant and 84.11 = 1.78 % indeterminate.
Monthly variation was significant for susceptible (= 50.14; p <0.001), indeterminate
phenotypes exposed 12 h (¥* = 25.00; p = 0.009) and resistant phenotypes (x> = 23.83;
p = 0.014). It was observed that towards the final months of the year there is a slight
decrease in susceptible phenotypes (s =—-0.11; p <0.001), while resistance showed no
correlation with months (r; = —3.80; p > 0.05). These findings confirm the existence
of a heterozygous population of F. hepatica in Cajamarca, with varied responses to
TCBZ.SO, and can be integrated into strategies for parasite control in hyperendemic

livestock areas.

Keywords: benzimidazole, controlled trial, Digenea, fascioliasis, parasitic resistance

Xi



INTRODUCCION

El trematodo Fasciola hepatica representa un problema recurrente en la salud publica
y en los animales domésticos destinados a la produccion, al ocasionar en Pert y gran
parte del mundo, la enfermedad conocida como distomatosis o fascioliasis (1). La
prevalencia de este helminto va desde el 30 % al 80 % en ganado bovino incluso en
los paises mas desarrollados, ocasionando pérdidas en la produccion de hasta mil litros
de leche/vaca/afio (2—4). Hace mas de diez afios en Pert, el perjuicio econdmico por
fascioliasis en el sector pecuario, superaba los 50 millones de dolares americanos
anualmente (5); mientras que, en Cajamarca se estima la pérdida anual solo por
decomiso de visceras en animales de abasto infectados con F. hepatica de 199 109,32

dolares americanos (6).

Esta parasitosis persiste por factores que propician la diseminacion en las tierras altas
como las lluvias y el sistema de riego tradicional (por gravedad o inundacion), donde
por precipitacion o desborde ingresa la fuente de agua hacia los cultivos o terrenos en
que se crian los animales de granja, se activan los habitats de los hospederos
intermediarios (caracoles limneidos) y se perpetia asi el ciclo bioldgico (7). Esto es
importante, ya que la region Cajamarca se ubica en la zona andina norte de Pert y se
report6 en el 2012 que tenia concentrado el 14 % (703 445 cabezas) de la poblacion
total de bovinos del pais (8). También, porque en dos de los mataderos mas importantes
de la provincia de Cajamarca, se han reportado frecuencias de fascioliasis bovina del
80,6 % en el Matadero Municipal de Cajamarca 'y 77 % en el de Los Bafios del Inca

(9,10).



El TCBZ es el tratamiento predominante para el control de los estadios maduros e
inmaduros del parasito, utilizado desde 1983 en medicina veterinaria y desde 1986 en
el ambito de la salud publica (11,12). Se establecié que una sola dosis es el tratamiento
mas adecuado para combatir la fascioliasis en animales y humanos en areas con alta
prevalencia (13,14). Desafortunadamente, su empleo indiscriminado y la
comercializacion de sustancias de baja calidad han resultado en el desarrollo de
mecanismos de resistencia antihelmintica (15,16). El fracaso terapéutico del TCBZ ha
sido documentado en diversos paises sudamericanos (17-22) y el mundo (23-25). En
Cajamarca, se report6 una eficacia farmacologica de 30 % al aplicar la dosis Unica de

12 mg/kg de peso vivo en bovinos (26).

Se dispone de conocimientos limitados sobre los factores que favorecen la resistencia
antihelmintica en F. hepatica. Sin embargo, se postula que el sistema de detoxificacion
IT mediado por la enzima Glutatios-S-Transferasa (GST) podria ser el responsable de
este fenomeno en relacion con los metabolitos de TCBZ (27). Adicionalmente, se han
identificado algunas mutaciones nucleotidicas en el gen GST que podrian estar
asociadas a los aislamientos resistentes y presentar una actividad distinta en funcién
de su ubicacion celular (mitocondria o citoplasma), corroborando de esta manera la
presencia de mas de una via detoxificante de la enzima mencionada (28,29). Otro
origen de la resistencia al TCBZ se identifico en Cusco, donde los aislamientos de
bovinos presentaron diferencias en la transcripcion de genes relacionados a la funcion
de los microtubulos, con polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) que permitieron
conocer con una precision >75 % de regiones gendmicas altamente variables entre
fasciolas sensibles y resistentes, sugiriendo una evolucién independiente de la

resistencia en el sur de Pert en comparacion con otros paises o continentes (30).



La investigacion de los mecanismos de resistencia de F. hepatica podria permitir la
prediccion de fendmenos futuros similares al empleo de otros farmacos, asi como las
variaciones que podrian surgir al utilizar diferentes concentraciones de TCBZ con
repeticiones en distintos periodos de tiempo. Para lograr esto, es imperativo
implementar nuevos protocolos de diagnostico rapido, preciso y rentable sobre las
cepas presentes en poblaciones humanas y animales. Los cultivos y mantenimientos in
vitro de formas juveniles o adultas de los trematodos proporcionan acceso a una serie
de experimentos potenciales que permiten profundizar en la comprension de los
marcadores moleculares de resistencia, antigenos potenciales para la elaboracion de

vacunas y la exploracion de nuevas dianas farmacologicas (31-33).

Objetivo general:

e Determinar la diversidad en los patrones de susceptibilidad fenotipica de
fasciolas adultas aisladas de bovinos del Matadero Municipal de Cajamarca y

expuestas in vitro a TCBZ sulféxido (TCBZ.SO).

Objetivos especificos:

e Establecer el patron de susceptibilidad fenotipica de fasciolas adultas expuestas

a TCBZ.SO in vitro.

e [Establecer el patron de resistencia fenotipica de fasciolas adultas expuestas a

TCBZ.SO in vitro.

e Establecer el patron de fenotipos indeterminados de fasciolas adultas expuestas

a TCBZ.SO in vitro.



1.1.

CAPITULO 1

MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

La tecnologia y conocimientos actuales permiten dar soporte vital in vitro a
diferentes formas de helmintos que seran estudiados en diversos campos. Para el
caso de F. hepatica, incluso se sugiere el trabajo con estadios juveniles
provenientes del desenquistamiento de las metacercarias, trayendo como ventaja
el hecho de no emplear modelos animales para obtener al parasito y realizar los
experimentos deseados (34). Un medio de cultivo indicado para estadios juveniles
o adultos de F. hepatica es el RPMI-1640 o NTCT-135, suplementado con
penicilina/estreptomicina 'y suero sanguineo; este sistema permite la
experimentacion adecuada con farmacos de interés (35-37). La administracion de
suero es bastante delicada dependiendo del farmaco, ya que algunos principios
activos como la rafoxanida o el bitionol suelen unirse fuertemente a las proteinas
del medio, disminuyendo su actividad in vifro en comparacidon con un medio sin
suero (38). La presencia de bilis en el medio de incubacion también influye en el
patron de captacion de farmacos antihelminticos, disminuyendo la actividad de

principios como el TCBZ, fenbendazol y albendazol (39).

Dos aislamientos de F. hepatica: Oberon (Australia) y Fairhust (Inglaterra) se
enfrentaron in vitro. Los cultivos se realizaron a 37 °C en condiciones estériles

empleando el medio NTCT-135 (adicionalmente con penicilina 50 Ul/mL y



estreptomicina 50 mg/mL). Luego se les renovo el medio de NTCT-135 pero esta
vez con TCBZ.SO en concentraciones de 15 pg/mL o 50 pg/mL, teniendo una
eficacia de 100 % a las 12 semanas postinfeccion en la cepa Fairhust y de 5 %

frente a la cepa Oberon con 4 semanas postinfeccion (40).

Se conoce que las concentraciones in vitro de 15 pg/mL de TCBZ, corresponden
al 13,3 pg/mL descrito como la concentracion plasmatica maxima alcanzada in
vivo en ovinos de Australia (41). También, en Estados Unidos se evidencioé una
buena efectividad de la droga en concentraciones in vitro de 2-5 pg/mL ante
aislamientos susceptibles (42). En Irlanda del Norte se describié que la dosis de
50 pg/mL es la concentracion mas alta que se podria emplear in vitro y, aunque
ciertamente es nociva para fasciolas susceptibles, permite identificar posibles
aislamientos resistentes y evaluar los dafos tisulares que podrian suscitarse (43—

45).

También, a las primeras 12 h postexposicion, las fasciolas susceptibles al TCBZ
mantuvieron una concentracion media de 0,051 mM en su entorno de cultivo,
mientras que las fasciolas resistentes una concentracion media de 0,082 mM (44).
Esto es importante, ya que nos indica que el metabolismo de las fasciolas
resistentes se puede alterar y propiciar una mayor detoxificacion o menor
absorcion de la molécula, por ende, sobreviven in vifro a exposiciones mas

prolongadas con TCBZ en dosis cuatro veces mas elevadas de lo normal (43).

Otro experimento in vitro en Suiza, recupero fasciolas del conducto biliar central
de ratones infectados artificialmente, luego, los pardsitos se cultivaron

individualmente en placas de 12 pocillos que contenian cada una 3 mL de RPMI-
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1640 + antibacteriano 1 % (50 pg/mL de estreptomicina y 50 pg/mL de penicilina)
y 80 pg/mL de hemina; para los experimentos en dias posteriores se adiciono
TCBZ, TCBZ.SO y TCBZ sulfona (TCBZ.S0O,) a dosis de 15 pg/mL cada uno.
Las puntuaciones de efectividad de los farmacos y sus sinergias se realizaron en
base a la motilidad de las fasciolas en los dias posteriores; asi, se determiné un
mayor efecto in vitro de TCBZ.SO (46). Estos sistemas de mantencion in vitro de
F. hepatica “puestos a punto”, ademas de permitir experimentar con farmacos y
poder tener muestras viables para las técnicas de biologia molecular, facilitan
también la observacidon con microscopia dptica convencional y electronica de los

dafios tegumentarios o alteraciones en distintos tejidos y aparatos del parasito (47).

Nacionales

En el afio 2012 se realizd la caracterizacion fenotipica de F. hepatica en base a la
morfologia y morfometria presentadas en especimenes del valle (Cajamarca y
Mantaro, Pert) y altiplano (Altiplano Norte, Bolivia); los resultados reportaron
que no existe relacion entre la diferencia altitudinal o el origen geografico,
unicamente en el Altiplano se demostré que la gravidez del utero se alcanza a una
talla mas pequefia que en las fasciolas del valle (48). En Cajamarca y Cusco se
expusieron 3348 parasitos totalmente méviles a condiciones de susceptibilidad y
resistencia al TCBZ, de las que 341 (21,8 %) fueron clasificados como
susceptibles y 462 (25,9 %) como resistentes; la mayor cantidad de fasciolas
resistentes se describieron en Cusco (p < 0,001) y hubo diferencia significativa
asociada a la longitud de los trematodos (p = 0,016) y el mes del afio de la

coleccion (p = 0,008) con la presentacion de los fenotipos descritos (49).



Concerniente a la resistencia antihelmintica en Perd, se ha reportado que F.
hepatica hace una década no responde satisfactoriamente a los tratamientos con
TCBZ. En el afio 2012, se describid una eficacia terapéutica para fascioliasis
bovina en Jauja de la siguiente manera: dia 7 postratamiento (53,4 %), dia 14 (53,3
%), dia 21 (36,4 %) y en el dia 28 (34,9 %); notando una lenta y minima
disminucion en la prueba de recuento de huevos y reportando aislamientos
resistentes al TCBZ (50). Una eficacia del 25,2 % de TCBZ en casos de
fascioliasis en ganado lechero, se constituye en el primer reporte formal de fallo

terapéutico y, por ende, resistencia antihelmintica en Cajamarca (26).

Acertar en el diagnostico y vigilar las poblaciones de trematodos resistentes, son
metas fundamentales que permitiran controlar eficazmente este problema, asi, se
informaran las opciones reales de tratamiento y también se probara la eficacia de
nuevos farmacos (51). Ante esto, es importante el establecimiento de novedosos
y rapidos protocolos estandarizados para diagnosticar susceptibilidad o resistencia

en areas de interés geograficas, donde F. hepatica es emergente.

1.2. Bases teoricas

1.2.1. Descripcion general de los platelmintos

El Phylum Platyhelminthes (cominmente denominado platelmintos) es un
amplio grupo de invertebrados de cuerpo blando, no segmentados, aplanados
dorsoventral y bilateralmente. Estos gusanos carecen de celoma (cavidad
corporal), esqueleto o ano, y no poseen sistemas respiratorio y circulatorio
especificos. Sin embargo, tienen un intestino ciego que permite la entrada y

salida de alimentos, mientras que los nutrientes y el oxigeno atraviesan su



1.2.2.

cuerpo por difusion (52). Los platelmintos se clasifican a grandes rasgos como
parasitos o no parasitos. Existen tres grupos principalmente parasitarios en el
Phylum: los Monogenea (predominantemente ectopardsitos y no requieren
hospederos intermediarios), los Cestoda, y los Trematoda; estos ultimos dos
grupos son endopardsitos, mas complejos y poseen dos o tres hospederos,
incluyendo un hospedero vertebrado en su ciclo de vida (53). Se han descrito
mas de 22 500 especies de platelmintos en todo el mundo (54), la mayoria de
las cuales presentan diversas formas de reproduccion. Sin embargo, predomina
el hermafroditismo, en cuyo caso cada individuo posee un sistema reproductor
masculino y femenino totalmente complementarios (55). El Phylum
Turbellaria se considera generalmente como platelminto no parasito, gusanos
planos de “vida libre” (o planarias). La mayoria de las planarias viven en agua
dulce, tienen cuerpos alargados en forma de hoja y son ciliados. Tienen simetria
bilateral, carecen de celoma y ano, y son hermafroditas (56). Un ejemplo es
Schmidtea mediterranea, un organismo modelo comunmente utilizado para
investigar la especificacion epigenética de las células germinales, debido a su

rapida capacidad regenerativa (57).

Trematodos

Los Trematodos son gusanos planos conocidos comunmente como duelas
(Cuadro 1). Su tubo digestivo incompleto comienza en la ventosa oral y termina
en un intestino ciego. No tienen ano, por lo que los desechos son regurgitados
tras la digestion, mientras que los desechos liquidos salen al exterior a través
de células excretoras especializadas. Estructuralmente tienen un tegumento

protector (por ejemplo, ante fArmacos, enzimas digestivas y de la inmunidad



del hospedero), ayuda a la absorcion de nutrientes y al intercambio gaseoso
(58,59). Un trematodo posee un sistema reproductor masculino y otro femenino
en el mismo individuo (60). Por lo tanto, puede producirse autofecundacion
(esto es comun en F. hepatica, F. gigantica, Clornorchis sinensis, Fasciolopsis
buski), o fecundaciéon cruzada entre dos individuos (como en Paragonimus
westermani). Sin embargo, las especies de esquistosomas son dioicas, es decir,

tienen sexos separados (58).

Generalmente, las duelas tienen un ciclo de vida complejo que incluye al menos
dos hospederos, un molusco hospedero intermedio (como los caracoles) donde
se produce la reproduccion asexual, y un hospedero definitivo, tipicamente un
vertebrado, donde se produce la reproduccion sexual (61), aunque la presencia
de mas de un hospedero intermediario es comun en las duelas (62). En
hermafroditas como Fasciola spp., la madurez sexual masculina se logra antes
que la femenina, mientras que las tasas de desarrollo estan enormemente
influenciadas por la temperatura (63). Los adultos de F. gigantica miden
aproximadamente 7,5 cm por 1,5 cm, F. hepatica mide aproximadamente 3,5
cm por 1,5 cm, P. westermani mide aproximadamente 1 cm por 0,5 cm,
Paramphistomum gracile mide aproximadamente 15 mm por 7 mm, mientras

que Heterophyes heterophyes es de aproximadamente 1,7 mm por 0,4 mm

(58,64).

Los trematodos incluyen duelas del higado (las mas comunes son F. hepatica,
F. gigantica, C. sinensis Fascioloides magna, y Opisthorchis spp.), que causan
enfermedades con alta especificidad a este 6rgano. Duelas de la sangre, estas

invaden el sistema circulatorio. Duelas intestinales (las mas comunes son F.



buski, Echinostoma spp. y Paramphistomum cervi), que atacan el tracto

gastrointestinal. Duelas pulmonares (como P. westermani), que atacan los

organos respiratorios (65).

Cuadro 1. Lista de trematodos parasitos mas comunes, 6érganos diana,

enfermedades causadas y hospederos principales

Cotylophoron spp.

, . Enfermedad Hospederos
Trematodo Organo diana P
causada comunes
. . e Rumiantes
F. hepatica Higado Fascioliasis ’
humanos
. . . e Rumiantes
F. gigantica Higado Fascioliasis ’
humanos
Fasciolopsis buski |Intestino delgado| Fasciolopsis | Humanos, cerdos
Fascioloides magna Higado Fascioloidosis Rumiantes
. . Rumiantes,
Dicrocoelium , . .
o Higado Dicrocelosis humanos, cerdos,
dendriticum .
conejos
Clonorchis sinensis Higado Clonorquiasis Humanos
) ) Venas . .
Schistosoma mansoni . Esquistosomiasis Humanos
mesentericas
Venas del
S. japonicum intestino Esquistosomiasis Humanos
delgado, higado
. Venas de la ) .
S. haematobium . .. | Esquistosomiasis Humanos
vejiga urinaria
Paragonimus , .
& ) Pulmon Paragonimiasis Humanos
westermani
Heterophyes . . Humanos, perro
Py Intestino delgado|  Heterofiosis > PO,
heterophyes gato.
Humanos,
) Tracto . _ .
Echinostoma spp. ; . Equinostomiasis |roedores, pajaros,
gastrointestinal ;i
carnivoros
. .. . , ) . Humanos, gatos,
Opisthorchis viverrini Higado Opistorquiasis
perros
Paramphistomun,
Calicophoron'y Rumen Paramfistomosis Rumiantes
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1.2.3. Trematodos hepaticos

Los trematodos parasitos, como los trematodos del higado, son muy
importantes para una amplia gama de mamiferos. Los hospederos definitivos
incluyen humanos, ganado, roedores, etc., con parasitos que causan diferentes
niveles de infeccion en estos hospederos. Las infecciones estan distribuidas en
todo el mundo. Los trematodos hepaticos de gran importancia econdmica y
distribucion mundial incluyen F. hepatica y F. gigantica; estos causan
fascioliasis (sinénimo fasciolosis) en el ganado, fauna silvestre y los humanos
(66). La F. hepatica, por ejemplo, es bien conocida por su alto impacto
econdmico veterinario, potencial zoonotico y estd clasificada como una
enfermedad tropical desatendida por la Organizacion Mundial de la Salud (67).
Curiosamente, la Fasciola fue identificada en 1547 en higados de ovejas y
cabras; Jean de Brie mencioné a la Fasciola en 1379, mientras que su primer

registro en un humano fue en 1760 (68).

La F. hepatica parece predominar en zonas templadas, mientras que la F.
gigantica en zonas mas calidas. Incluso, puede existir coinfeccidon entre ambas
especies (69—71), y con otros helmintos u organismos bacterianos (como
Mycobacterium bovis, el agente causante de la tuberculosis bovina). Las
coinfecciones tienen un papel importante en las capacidades
inmunomoduladoras del hospedero de Fasciola, 1o que genera mayores riesgos

en el ganado (72,73).
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1.2.4.

Morfolégicamente, F. hepatica y F. gigantica son bastante similares, tienen
ciclos de vida similares que involucran caracoles limneidos y principalmente a
los rumiantes como hospederos definitivos primarios. La inica diferencia clave
estd en el hospedero intermediario; mientras que F. hepatica infecta a Galba
truncatula, F. gigantica infecta a Radix natalensis y R. rubiginosa, aunque la
preferencia se debe en gran medida a la distribucion de estos hospederos
intermediarios. G. truncatula es comun en regiones templadas mientras que R.

rubiginosa y R. natalensis son predominantes en las zonas tropicales (74,75).

Importancia econémica de los trematodos hepaticos

La infeccion por duelas hepaticas (predominantemente F. hepatica) tiene un
gran impacto en la produccion ganadera, aunque las estimaciones exactas son
dificiles de evaluar (76). En el ganado, la enfermedad se ha asociado con una
disminucion en la produccion de leche, con pérdidas de hasta 2 kg por dia y
una enfermedad marcada en terneros destetados (77). La infeccién también
causa una mala calidad de la canal en el ganado. En paises endémicos Europa
se informa una tasa de rechazo del 30 % de los higados de ganado bovino (76).
En Escocia, por ejemplo, los datos del matadero revelaron que los animales
sacrificados entre 2005 y 2015 con antecedentes de infeccion por duelas
hepéticas tenian un peso en frio mas bajo, un precio mas bajo, puntuaciones de
conformidad de la canal mas bajas, niveles de grasa reducidos y una caida
general en el valor de la canal, lo que afecta negativamente el sustento de los
ganaderos (78). Se estima que la pérdida econémica mundial de al menos 3,2
mil millones de dolares americanos anuales esta asociada con la enfermedad

(74), con més de 600 millones de animales afectados por el parasito (79).
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1.2.5.

La infeccion por duelas del higado es posiblemente la enfermedad parasitaria
mas importante entre el ganado de pastoreo; desafortunadamente, la mayoria
de las infecciones son inaparentes, por lo que las pérdidas de produccién son
casi inevitables. Las pérdidas en las ovejas pueden ocurrir entre diez y doce
semanas después de la infeccion inicial (coincidiendo con la baja o nula
deteccion de huevos en las heces), lo que dificulta el manejo (80,81). A nivel
general, las ovejas estan muy predispuestas a las infecciones agudas, en cuyo
caso la ingestion de muchas metacercarias, principalmente a principios de
otofo, conduce a trematodos juveniles perforadores de tejidos migratorios,
mientras que el ganado bovino sufre predominantemente fascioliasis cronica
debido a duelas adultas (76). La fascioliasis puede ocasionar dafio hepatico y
muerte subita de las ovejas infectadas (82). Las infecciones agudas afectan
negativamente el bienestar y la rentabilidad de los animales, sin embargo, la
evaluacion precisa del impacto negativo es un desafio debido a los registros e
informes deficientes en las granjas (76). Existe una falta de herramientas
especificas para evaluar estos impactos econdmicos a nivel de granja para
facilitar la toma de decisiones apropiadas por parte de los ganaderos y el

gobierno (83).

Ciclo de vida de F. hepatica

Comprende ocho fases clave: huevo, miracidio, esporocisto, redia, cercaria,
metacercaria, fasciola juvenil y adulta. El ciclo de vida esta influenciado en
gran medida por la temperatura y la humedad, que afectan la propagacion de
los caracoles. El clima favorable (veranos himedos e inviernos suaves) facilita

el aumento del hospedero intermediario y de los trematodos (76).
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El ciclo de vida de los trematodos esta bien estudiado y descrito (Figura 1). Los
trematodos adultos viven en los conductos biliares del hospedero, donde ponen
huevos que se eliminan junto a las heces. Los huevos embrionan en el agua y
eclosionan para producir miracidios. Estos miracidios son méviles, por lo que
la presencia de condiciones humedas favorece la busqueda del caracol
hospedero intermediario (Galba truncatula). En el caracol, hay una expansion
clonal del parésito desde el esporocisto a las redias y, finalmente, a las
cercarias. Se ha demostrado que los caracoles liberan cercarias hasta los cuatro
meses, aunque la excrecion alcanza su punto maximo en las primeras cuatro

semanas (84).

Las cercarias tienen colas, que les permiten moverse en un entorno acuatico
hasta que encuentran vegetacion, después de lo cual pierden su cola y se
enquistan dando origen a las metacercarias, la forma infecciosa. La ingestion
de pasto fresco con metacercarias viables aumenta la gravedad de la
enfermedad. Tras la ingestion por un hospedero definitivo (normalmente
rumiantes u ocasionalmente humanos), el parasito se desenquista en el
duodeno, penetra en el intestino delgado y migra hacia el higado. Estos
juveniles recién exquistados causan dafio tisular a medida que viajan y pueden
interactuar con el hospedero a través de su tegumento. El glicocélix en su
tegumento (que se desprende a medida que maduran y se convierten en adultos)
es un mecanismo de defensa que utiliza el parasito para evitar que las células
inmunitarias del hospedero se unan a ¢l (85). Finalmente, llegan a los
conductos biliares, donde maduran, aunque ocasionalmente se producen

trematodos ectopicos, que pueden infectar otros tejidos, como los pulmones.
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Los trematodos adultos pueden vivir en el conducto biliar de los hospederos no
tratados durante afos, lo que provoca un estado de enfermedad cronica,

especialmente en el ganado bovino (80).

La cercaria nada

se enquista en
Esporoquiste Redia Cercaria ylantasqacu sticas Ingesta de metacercarias
| P en plantas acudticas por humar

| ganado, ovejas
/\,/
(4] .

| Desenquistamiento
en duodeno y migraciéon

Miracidios liberados
penetran caracol

Adultos o A Infectante

en vias biliares
A Diagndstico

Figura 1. Ciclo de vida de F. hepatica. Los huevos de la F. hepatica pasan a

Huevos embrionados
en agua dulce

las heces “1”, embrionan en el agua “2” y eclosionan en miracidios “3” que
luego infectan al hospedero intermediario (Galba truncatula) “4”. En el
caracol, el desarrollo ocurre desde los esporocistos “4a”, a las redias “4b”,
luego a las cercarias “4c”; estas son liberadas del caracol “5”, y posteriormente
se enquistan en la vegetacion como metacercarias — la etapa infectiva “6”. Las
metacercarias son ingeridas por el hospedero definitivo “7”, el parasito se
exquista y estos juveniles migran a través del intestino delgado hacia el higado,

y finalmente madura en los conductos biliares “8” (86)

1.2.6. Diagnostico y desafios asociados

En el diagnostico de la fascioliasis son importantes algunos factores como el
diagnostico temprano para facilitar el tratamiento oportuno, la precision de la

técnica de deteccion (sensibilidad y especificidad), la relacion costo-beneficio,
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el tiempo para obtener los resultados, el personal necesario, la capacidad de
identificar las etapas de la infeccion y la facilidad de acceso a las pruebas. Es

importante sefialar que cada técnica diagnostica tiene sus desventajas.

Generalmente, el diagnostico se realiza mediante el recuento de huevos fecales
(FEC, por las siglas en inglés de Fecal Egg Count), sin embargo, esto solo es
beneficioso aproximadamente ocho semanas después de la infeccion debido al
periodo de prepatencia (83). Los recuentos son un desafio cuando hay niveles
bajos de huevos y puede requerir exdmenes repetidos. Sin embargo, el FEC es
relativamente barato y ttil. E1 FEC no es confiable en infecciones pospatentes,
ya que la eliminacion de huevos se reduce en este tipo de infeccion debido a la
baja carga de duelas, envejecimiento de las mismas o la propia muerte (87), y
esta técnica solo detecta infecciones patentes (los huevos se pueden detectar
debido a la alta carga en el hospedero o el pico reproductivo del parasito, en el

que se eliminan de 10 a 20 mil huevos por dia) (88).

Otras técnicas incluyen microscopia cuantitativa (como Kato-Katz), la
flotacion coprologica (como FLOTAC) y sedimentacion como la de Dennis et
al. o Rojas-Moncada et al. (89-91); estas requieren menos capacitacion, son
técnicas de rutina y sensibles. Sin embargo, pueden ser costosas y escasas
cuando se necesitan pruebas masivas (87,92,93). Se ha informado del uso de
enfoques de diagnodstico por imagenes en humanos. Por ejemplo, se ha utilizado
la tomografia computarizada y endoscopia ultrasonografica para identificar un
absceso en un higado infectado por F. hepatica (94,95), pero su uso en la
ganaderia no es realista. El diagndstico también es posible mediante un examen

fisico en la necropsia, para identificar trematodos adultos en algunos érganos.
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1.2.7.

En los ultimos afos se utilizan técnicas inmunoldgicas y moleculares, estas
requieren de un mayor nivel de capacitacion del personal. La investigacion
sobre varios tipos de técnicas de inmunodiagndstico es extensa (66); sin
embargo, generalmente se prefiere el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA). Los enfoques de inmunodiagnostico se basan en el analisis
de antigenos de Fasciola (como antigenos de excrecion/secrecion, cisteina
proteasas, antigenos somaticos, antigenos del tegumento, etc. que circulen en
la sangre, la bilis y las heces) y anticuerpos estimulados en los hospederos,
como la IgG especifica del parasito en suero. Un desafio importante con las
pruebas de anticuerpos es la reactividad cruzada. Sin embargo, los métodos
moleculares son altamente especificos y sensibles, capaces de identificar la
infeccidn patente y son cada vez mas asequibles, aunque todavia carecen de
protocolos estandarizados en todos los laboratorios, lo que reduce su
reproducibilidad. Los métodos son generalmente inaccesibles para un ganadero
promedio, especialmente donde hay acceso limitado a laboratorios que brindan

estos servicios (83).

Abordaje de la fascioliasis

A menudo se utiliza una combinacion de varias medidas estructuradas para
controlar y prevenir adecuadamente las infecciones por duelas del higado.
Estas a menudo incluyen métodos no terapéuticos y terapéuticos. Los primeros
consideran el manejo del pastoreo, lo que implica garantizar que no se pastoree
en terrenos muy contaminados y la rotacion de las areas de pastoreo para
romper el ciclo de vida del parasito. Otras medidas incluyen practicas agricolas

como mejoras en la bioseguridad, cuarentena de animales introducidos en la
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granja, pruebas adecuadas y aislamiento de animales. Se ha sugerido el control

del hospedero intermediario, aunque esto es bastante dificil de lograr (82).

El enfoque terapéutico implica el uso eficaz de trematocidas, ya sea de manera
profilactica o en infecciones activas. Si bien hay muchos trematocidas en uso,
los desafios varian desde la cobertura variable del tratamiento, los altos niveles
de reinfecciones y la efectividad variable de estos medicamentos (96). La
efectividad de los medicamentos varia con respecto al tipo de medicamento (o
combinacion de medicamentos) utilizado y la etapa del parésito al que se dirige.
A pesar de la creciente investigacion centrada en comprender la patogénesis y
el manejo de la enfermedad, los informes indican un aumento en la prevalencia
de la enfermedad en los ultimos tiempos (97). Un desafio creciente para
controlar la enfermedad es la resistencia al TCBZ, el tinico medicamento que

ha demostrado matar a los trematodos hepaticos adultos e inmaduros (98).

La creciente incidencia de la resistencia a los medicamentos supone una gran
amenaza para la produccion ganadera en todo el mundo y su control en
humanos (13,51). La resistencia a los medicamentos se atribuye principalmente
a la dependencia excesiva de TCBZ, los hallazgos indican que el parésito puede
evolucionar rapidamente (99). Por lo tanto, los cambios evolutivos en el
parasito también podrian desempefar un papel clave en la resistencia a los
medicamentos (100). Asi, la investigacion en la tltima década se ha centrado

en encontrar medidas alternativas efectivas para controlar el parasito.
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1.2.8. Trematocidas y su uso en el control de F. hepatica

El manejo de las infecciones por duelas mediante agentes quimicos es
generalmente aceptado en las granjas, aunque el uso de estos diversos
medicamentos presenta algunas limitaciones. Dependiendo de varios factores,
como la etapa del parasito al que se dirige, la especie hospedera, la fase de la
infeccidn y la disponibilidad, se utilizan estratégicamente los trematocidas o
una combinacion de estos medicamentos. Los medicamentos utilizados
incluyen TCBZ, albendazol, ricobendazol, nitroxinil, closantel y clorsulén .
TCBZ es el tnico medicamento capaz de matar a los parasitos juveniles; con
hasta un 92 — 98 % de efectividad contra los juveniles de una semana y un 100
% de efectividad contra los juveniles de seis semanas (98). Es importante poder
matar a los juveniles porque, después del exquistamiento en el duodeno, su
movimiento migratorio a través de los intestinos y el higado hasta el conducto
biliar dafia los tejidos del hospedero y causa una infeccion aguda (85). Ademas,
es importante matar a los trematodos adultos porque sus espinas duras en la
superficie del tegumento externo dafian la vasculatura del hospedero durante la

alimentacion, provocando dafios tisulares adicionales (101).

La creciente prevalencia de resistencia al TCBZ ha suscitado serias
preocupaciones entre los ganaderos. Se ha documentado resistencia al TCBZ
alrededor del mundo en animales de abasto, algunos otros fueron en humanos
(13,51). Los informes de resistencia en humanos resaltan aun mas las
preocupaciones zoondticas, particularmente en paises con alta incidencia.
Aunque la resistencia a TCBZ esta muy extendida, se han reportado pocos

casos de resistencia a otros trematocidas como closantel (102), nitroxinil (103),
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clorsulon (104) y albendazol (105). Sin embargo, los informes de campo
indican un predominio de la resistencia a TCBZ en F. hepatica, especialmente
en ovejas, y en gran medida en bovinos (51). Esto ha llevado al uso de varias

combinaciones de farmacos para obtener resultados efectivos (80).

Las combinaciones de farmacos para el control de los trematodos hepaticos se
utilizan con frecuencia, aunque la eficacia puede verse reducida en algunos
casos. No hay datos cientificos suficientes para validar el uso de combinaciones
de farmacos para el control de los trematodos hepaticos (76). Las
combinaciones varian en su forma, algunas se administran por via oral, otras
son inyectables; estas variaciones plantean una forma de limitacion a su uso.
Otros factores a tener en cuenta en las combinaciones de fArmacos incluyen el
margen de seguridad individualmente y cuando se combinan, la disponibilidad
y la resistencia. En los tltimos tiempos ha habido informes de resistencia a
algunas de estas combinaciones de farmacos también repartidos por todos los
continentes (51). Sin embargo, la resistencia a TCBZ es de interés
predominantemente debido a la excesiva dependencia del farmaco. Esto es
comprensible teniendo en cuenta el éxito atribuido al farmaco en el control de

Fasciola spp.

Mas alla de la seleccion de la eleccion adecuada del farmaco (o combinacion
de farmacos) segun la etapa de la infeccion a la que se dirija, los veterinarios
recomiendan a los ganaderos que consideren la dosificacion correcta de los
medicamentos para evitar el fracaso del tratamiento, la rotacién de moléculas
de diferentes grupos quimicos, la sincronizacion estratégica del tratamiento con

respecto al clima, y la realizacion de pruebas repetidas en animales. Los
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1.2.9.

farmacos cuando se utilizan adecuadamente, pueden reducir el desarrollo de
resistencia a los medicamentos (106). Actualmente, la comunidad cientifica se
ha centrado sobre la comprension del mecanismo de resistencia a los

medicamentos con el objetivo de controlar el parasito.

Mecanismo de accion de los farmacos y resistencia

El modo de accion del TCBZ es complejo en el parésito y en el hospedero, por
lo que determinar el mecanismo de accion del TCBZ es un desafio. Esto se
debe a que actualmente se han identificado al menos tres mecanismos de accion
del TCBZ (51). El TCBZ es un derivado del benzimidazol, que se cree que es
ingerido por las duelas o absorbido por difusion a través del sincitio
tegumental. Anteriormente se creia que el farmaco se unia a las tubulinas (en
particular, a las B-tubulinas) basdndose en los efectos del farmaco, como la
integridad morfologica del parasito, los procesos de alimentacion y digestion
(107). La evidencia indica que la administracion de TCBZ causa dafio y pérdida
del tegumento del parasito, pérdida de la capacidad de inmunotincion en el
sincitio del tegumento y alteracion de la mitosis en las células vitelinas y
espermatogénicas (108). Sin embargo, la uniéon de TCBZ a las B-tubulinas es
cuestionable porque en los nematodos, la resistencia al benzimidazol esta
asociada con mutaciones F200Y/E198A o F167Y en las B-tubulinas y este no
es el caso en los trematodos del higado (109). A pesar del uso extensivo de
TCBZ, su modo de accion aun elude a los investigadores, lo que hace mas

complicado comprender como los trematodos desarrollan resistencia.
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Actualmente se han identificado genes que juegan un papel en el mecanismo
de accion y potencialmente en la resistencia al TCBZ. Estos hallazgos, algunos
de los cuales influyen en los sistemas bioldgicos del parasito, ya sea directa o
indirectamente, estdn cambiando la forma en que vemos la accion del TCBZ,
la resistencia y la posible identificacion de nuevos objetivos farmacologicos.
Los genes investigados incluyen adenilato ciclasa (AC), Ras, tubulinas, enzima
citocromo P450, Glicoproteina-P (PGP, por sus siglas en inglés), glutation
S-transferasa (GST) y proteinas de union a acidos grasos (FABP, por sus siglas
en inglés) (Cuadro 2) (110-113). Por ejemplo, se ha descubierto que el TCBZ
inhibe la actividad de la AC y/o inhibe la relacion entre Ras y la actividad de
la AC, lo que lleva a la activacion de la respuesta relacionada con el estrés
(114). Esto se vuelve relevante porque la via de la proteina quinasa A (PKA)
Ras-AC (un sistema sensorial de nutrientes disenado para regular el
metabolismo, la division celular, la respuesta al estrés, etc.), cuando se inactiva
aumenta la resistencia a un factor de estrés (114); en este caso el farmaco,

TCBZ.

Estudios posteriores en aislados susceptibles y resistentes a TCBZ de F.
hepatica indican que la actividad de AC se reduce en aislados resistentes a
TCBZ (110), destacando asi como TCBZ afecta la funcion de AC a través de

las vias de cAMP.

Existe un creciente interés en el papel de varios procesos metabdlicos en la
accion de TCBZ. La actividad de PGP, las vias de la flavina mono-oxigenasa
y la enzima citocromo se han implicado recientemente en la resistencia a

TCBZ. Los hallazgos indican que los inhibidores de PGP como la ivermectina
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y el R (+)-verapamilo afectan la captacion y la actividad de TCBZ tanto en
aislados susceptibles como resistentes, con una captacion del farmaco
disminuida en duelas susceptibles a TCBZ, mientras que la resistencia se
revirtid en presencia de R (+)-verapamilo. Los inhibidores de PGP, flavina
mono-oxigenasas (FMQO) como el metimazol y citocromo P450 como el
ketoconazol, inician un mayor dafio del tegumento en duelas resistentes a
TCBZ, aunque se cree que el sistema enzimatico FMO es un sistema mas
importante en el metabolismo de TCBZ en comparacion con el citocromo P450
(51,110,115-117). De manera similar, las FABP también se han implicado en
la biologia de las duelas del higado. Las FABP recombinantes (como Fh12 y
Fh15) se han identificado como posibles candidatos a vacunas y se ha
demostrado que brindan proteccion contra la infeccion por F. hepatica (118—
120). Las FABP se localizan en el tegumento y desempenan un papel clave
como transportadores de lipidos, conduciéndolos dentro del parasito (119). Los
hallazgos indican que la actividad de las FABP aumenta significativamente en
los trematodos hepaticos adultos resistentes a TCBZ y se ha asociado con la
union del farmaco praziquantel en el trematodo Schistosoma japonicum. Por lo
tanto, las FABP son importantes para el secuestro de farmacos; sin embargo, a
pesar de la creciente evidencia que respalda la importancia de las FABP en la
biologia de F. hepatica, el conocimiento de este pequefio grupo de genes es

escaso (113).

Otro grupo de genes bien estudiado son las glutation-S-transferasas (GSTs).
Estos juegan un papel importante en la desintoxicacion de fase II en parasitos,

particularmente la desintoxicacion de xenobidticos, la union de ligandos y el
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transporte, con duelas resistentes a TCBZ que exhiben significativamente
niveles mas altos de expresion de GSTs en comparacion con clones
susceptibles a TCBZ (29). Esto ha llevado a creer que la conjugacion de los
metabolitos de TCBZ a GST estan involucrados en la resistencia a TCBZ a

través de la alteracion de su metabolismo (51).

La comprension de la resistencia a TCBZ se ha centrado principalmente en tres
areas (Cuadro 2). Esto incluye la union de la tubulina, la absorcion y el
metabolismo de farmacos alterados (51); en particular, la investigacion de
familias de genes de interés que desempefian funciones importantes en la
biologia de F. hepatica y accién del TCBZ (30). Comprender el mecanismo de
resistencia del TCBZ podria facilitar la comprensién de cémo responde el
pardsito a la exposicion al TCBZ y otros antihelminticos. Una mejor
comprension de la respuesta del pardsito a varios antihelminticos podria
permitir comprender las opciones de combinacion de medicamentos y los
fracasos de las vacunas. Esto podria ayudar potencialmente a la identificacion
de nuevos fAirmacos, combinaciones de farmacos y al desarrollo de vacunas que
sean mas eficaces. Identificar el mecanismo de TCBZ es un desafio, ya que no
esta claro si la resistencia se debe a multiples vias de interaccidon conjunta o a

una unica via.
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Cuadro 2. Familias de genes candidatos de F. hepatica implicadas en la

resistencia a TCBZ

Mecanismo de accion de

grasos (FABPs)

) Familia de genes Referencias
los farmacos
Unioén de tubulina alterada Tubulinas (30,43,45,10
7,112)
Transp.o,rtadores de casetes de (115.116)
union a ATP (ABCs)
Absorcion alterada de Adenilato ciclasa (ACs) (110)
f’
Armacos Ras (114)
ADP Factores de ribosilacion (121)
Citocromo P450 (CYP450) (117)
i 29,122—
Mecanismo alterado de Glutation-S-transferasas (GSTs) (29,122
farmacos 124)
Proteinas de unioén a acidos (119)

1.2.10. Perspectivas de desarrollo de vacunas

El esfuerzo por identificar una vacuna para el control de la fascioliasis data de

hace tres décadas, pero el consenso es que nunca se ha alcanzado el nivel de

eficacia para la produccion comercial. Esto se debe a que ninguna vacuna, ya

sea un solo antigeno o una combinacion, ha producido resultados lo

suficientemente confiables como para superar la actividad inmunomoduladora

de los trematodos hepaticos, que limita el desarrollo de inmunidad protectora

en animales infectados (125—127). El principal desafio es el hecho de que hay

precisiones en como los trematodos hepaticos invaden y migran dentro del

hospedero y controlan rapidamente las respuestas inmunitarias. Entre cuatro y

seis dias después de la infeccion, los juveniles recién exquistados (NEJs) de

Fasciolallegan al higado y causan un dafio evidente en el parénquima hepatico,
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mientras que el inicio de la actividad inmunitaria podria ser tan temprano como
veinticuatro horas después de la infeccion artificial en condiciones

experimentales (127).

Las investigaciones sugieren que la falta de desarrollo de una respuesta
inmunitaria protectora de tipo 1 de las células T colaboradoras en los
hospederos infectados experimental y naturalmente por duelas, en favor de una
fuerte respuesta inmunitaria reguladora de tipo 2 (a medida que la infeccion
avanza hacia la cronicidad) que reprime el tipo 1, es la razon por la que las
vacunas contra F. hepatica no han sido efectivas (126). Por lo tanto, una vacuna
estd disefiada para poder iniciar la respuesta protectora de tipo 1. A pesar de
estos desafios, se ha hecho un gran esfuerzo centrado en identificar objetivos
de vacunas, evaluar la eficacia, la reproducibilidad, aumentar los porcentajes
de proteccion utilizando adyuvantes, reducir la carga de duelas, etc. Estos han
identificado en gran medida antigenos importantes en la biologia de las duelas,
genes ortdlogos que se han identificado en especies estrechamente relacionadas
como antigenos de interés y antigenos que reaccionan de forma cruzada con
sueros de otros trematodos (128). Por ejemplo, genes como GST, FABP y
catepsinas se han estudiado ampliamente como candidatos a vacunas en duelas
del higado (en particular Fasciola spp., C. sinensis y Opisthorchis spp.) y
duelas de la sangre (en particular Schistosoma spp.), sin embargo, el nivel
variable de resultados observados podria deberse a variaciones genéticas en el
hospedero y/o variaciones en la homologia de las secuencias de estos ortdlogos

(96).
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1.2.11.

Aunque actualmente no existen vacunas disponibles comercialmente contra los
trematodos hepaticos, el uso creciente de diversos enfoques multiomicos en la
investigacion sobre helmintos podria ser fundamental para desarrollar una
vacuna eficaz contra las enfermedades causadas por helmintos (129). Si bien
la eficacia ante las nuevas dianas de la vacuna contra Fasciola investigados
anteriormente, ha producido diferentes niveles de proteccion (128), el éxito en

otros helmintos también ha sido generalmente limitado (130).

A pesar de estos desafios, hay tres vacunas disponibles comercialmente contra
helmintos. La vacuna Barbervax se desarrollé contra el nematodo Haemonchus
contortus. La vacuna se derivé de las glicoproteinas de la membrana intestinal
del parésito (131). Otra vacuna, Bovilis Huskvac, se desarrollé contra el
nematodo Dictyocaulus viviparus. La vacuna se desarroll6 utilizando larvas
vivas irradiadas del tercer estadio del parasito (132). Ademads, se desarroll6 una
vacuna Providean Hidatil EG95 contra el cestodo Echinococcus granulosus
(133). La vacuna recombinante se desarrollé en Argentina y se probo en ovejas
y llamas (134). Si bien se han utilizado varias proteinas recombinantes (como
GST, proteasa aspartica, tetraspanina, etc.) en ensayos clinicos para desarrollar
vacunas contra helmintos en humanos (135), alin no se dispone de una vacuna

comercialmente disponible y eficaz.

Candidatos a vacunas en la investigacion sobre duelas del higado

Para desarrollar una vacuna comercialmente disponible para controlar F.
hepatica y F. gigantica en el ganado, se han seleccionado y utilizado varios

genes, ya sea de forma individual o en combinacion. La mayoria de las vacunas
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se encuentran en forma nativa o recombinante. Generalmente, se evalia una
vacuna en funcion de su capacidad protectora en el hospedero; el problema aqui
es que estas proporciones son variables y no se pueden repetir en los ensayos.
Se desea que una vacuna ideal inicie una proteccion de alrededor del 80 % y se
presume que esto reduciria la carga media en el higado por debajo de 30 a 53
fasciolas, un nivel umbral en el que la productividad del ganado no se veria

afectada (128).

Se han explorado muchos candidatos; los principales son GST, catepsinas,
FABP y otros incluyen leucina aminopeptidasa, hemoglobina, paramiosina,
peroxirredoxina y proteinas tegumentales de Fasciola (96). Si bien la
proteccion de estos diversos candidatos a vacunas de Fasciola puede ser tan
baja como 0 %, los ensayos de otros candidatos sugieren que se podria lograr
una proteccion de alrededor del 98 % (136). Los hallazgos también indican que
los extractos de duelas adultas que utilizan alumbre o adyuvante de Freund
podrian iniciar aproximadamente el 85-96 % de proteccion (137), mientras que
las metacercarias de F. hepatica irradiadas, a pesar de poder desexquistarse,
causan poco dafio tisular; sin embargo, dosis altas de estas no parecen conferir

suficiente proteccion (138,139).

De manera similar, las proteinas del tegumento, considerando que sirven como
el principal sitio de interaccion entre los trematodos del higado y el hospedero,
podrian ser candidatos prometedores para vacunas. Ademas de estos, hay otros
productos excretores-secretores (ES) de trematodos, que se cree que pueden
suprimir las respuestas inmunologicas de tipo 1 y, por lo tanto, también son

inmunomoduladores (140). Si bien ahora no existe una vacuna estandarizada,
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es importante garantizar la replicabilidad de los ensayos, determinar el
rendimiento de las vacunas en rebafios en diferentes ubicaciones, evaluar la
dosis de la vacuna y su impacto en los tejidos, para controlar la fascioliasis,
especialmente porque las poblaciones resistentes a TCBZ estan aumentando.
A medida que los datos “6micos” se vuelven gradualmente mas disponibles y
accesibles, la anotacion estructural de las familias de genes candidatos se
vuelve mas facil. La disponibilidad de diferentes conjuntos de datos émicos de
alta calidad podria proporcionar una gran cantidad de informacioén sobre la
biologia de los trematodos que puede aprovecharse para comprender mejor este

complejo organismo.

1.2.12. Adaptacion de F. hepatica

Varios factores podrian influir en la diversidad genética de una poblacion de
duelas. Como se mencion6 anteriormente, el hecho de que Fasciola spp. sean
hermafroditas significa que la endogamia es posible, lo que influye en la
propagacion de ciertos alelos en la poblacion de duelas. Por lo tanto, la
autofecundacion podria facilitar la propagacion de rasgos como la resistencia a
los antihelminticos, especialmente si es un rasgo heredado de forma recesiva
(25). De manera similar, en el ciclo de vida del parasito, existe una expansion
clonal en el hospedero intermediario caracol, lo que lleva a la pérdida de
algunas variantes genéticas y potencialmente causa un cuello de botella en la

poblacion de duelas.
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Segun hallazgos previos, F. hepatica experimenta una expansion clonal
genética en el hospedero intermediario (141), la falta de una expansion clonal
genética podria llevar a una variacion reducida en la variacion genética en
metacercarias y la eventual reduccion de la diversidad genética de la poblacion
de duelas. Finalmente, el parasito tiene un rango de hospedero definitivo
diverso y es capaz de adaptarse para asegurar la supervivencia. Los hallazgos
indican que el parésito es altamente diverso genéticamente y capaz de un rapido
flujo genético entre poblaciones (25). Esto podria estar asociado con el alto
nivel de polimorfismos encontrados en el genoma (99), y potencialmente hace

que las intervenciones con medicamentos y vacunas sean desafiantes.

La diversidad en la poblacion de duelas y la fertilizacion cruzada entre F.
hepatica y F. gigantica hacen que una via de resistencia a medicamentos
multigénica sea altamente posible. Por lo tanto, se plantean varias preguntas de
investigacion como, ;Como responderan varias poblaciones de duelas (incluso
dentro de una ubicacion geografica) a nuevos medicamentos (127)?, ;Con qué
rapidez una poblacion de duelas desarrollard resistencia a un medicamento
efectivo?, ;Coémo puede el libre flujo de animales a través de varias ubicaciones
geograficas influir en la estructura de la poblacion de duelas? Proporcionar
respuestas a estas preguntas seria clave para controlar el parasito. Con la
creciente aplicacion de tecnologias dmicas a la investigacion de duelas, pronto

se resolveran estas inquietudes.
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1.2.13. Avances 0micos recientes: aplicacion en la investigacion de duelas

Existen avances graduales en tecnologias 6micas como gendmica, protedmica,
transcriptomica, metabolomica, vaccindmica, epigendmica, fendmica, etc. en
las ultimas dos décadas, pero solo hay unos pocos informes disponibles sobre
estudios de duelas hepaticas en comparacion con otros organismos. Estas y
otras herramientas posgenomicas han respaldado la identificaciéon de nuevos
antigenos, aunque esto no ha sido muy aplicable en el desarrollo de vacunas
contra duelas hepaticas (96). A pesar de estas limitaciones, se han reportado
esfuerzos para detectar, caracterizar y explorar varias moléculas
hospedero-parasito de duelas hepaticas con enfoque en el proteoma del
tegumento, vesiculas extracelulares, secretomas; esto ha ayudado a

comprender la biologia del parasito (142—-144).

De manera similar, el analisis proteémico se ha utilizado para resaltar los roles
de los GST en la desintoxicaciéon de TCBZ (111,145), la importancia de las
catepsinas en los trematodos hepaticos (146), que son moléculas identificadas
importantes para varios procesos biologicos en los NEJ (147). Actualmente se
han publicado los genomas de F. hepatica, F. gigantica, F. buski y algunos
otros trematodos, estos facilitan el andlisis gendmico comparativo (99,148—
150). La disponibilidad de genomas de estas especies estrechamente
relacionadas garantiza que las relaciones ortdlogas de los genes se evaltien
mejor, aunque los estudios comparativos a nivel gendmico requieren gran

experiencia en bioinformatica.
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Se encuentran disponibles amplios conjuntos de datos de transcriptomas de
varias etapas de F. hepatica que proporcionan una imagen del patron de
expresion de los genes en cada etapa de desarrollo de este parésito (99), y se
han utilizado para evaluar los patrones de expresion génica en aislamientos de
F. hepatica sensibles y resistentes a TCBZ y albendazol (110). No hay duda
que se necesitan mas estudios dmicos en la biologia de los trematodos, ya que
estos proporcionan una comprension imparcial de la biologia del parésito. Una
interpretacion e integracion serian clave para desarrollar una medida de control

sostenible.

A pesar de los enormes avances logrados en la comprension de la biologia de
los trematodos, el desarrollo de vacunas y las interacciones farmacolégicas,
todavia queda mucho por hacer. Para facilitar la investigacion genémica de los
trematodos hepaticos, es necesario abordar los desafios actuales de la
anotacion. Por ejemplo, el uso de bases de datos publicas para anotar nuevas
secuencias de duelas puede ser un desafio si la mayoria de los genes no estan
nombrados adecuadamente o se describen como “desconocidos” (151). Esto
podria ir desde no encontrar coincidencias significativas en el BLAST hasta no
encontrar vias a las que asignar secuencias genéticas. Ademas, las anotaciones
del genoma de Fasciola disponibles tienden a no contener mucha informacién
asociada con los identificadores genéticos. En futuros estudios 6micos, la
anotacion detallada de secuencias facilitaria la integracion de varios campos
como la gendmica, la transcriptdmica, la protedmica y la metabolémica. Si bien
la metabolomica es un campo en constante crecimiento en la investigacion

biomédica, actualmente no hay informes de su uso en estudios de duelas

32



hepaticas. La metabolémica, una cuantificacion a gran escala de moléculas
pequefias, puede utilizarse potencialmente para evaluar la respuesta de F.
hepatica frente al TCBZ e identificar a qué proteinas se une (13). La
probabilidad de que la resistencia a los antihelminticos sea multigénica hace

que la comprension del mecanismo sea complicada (127).

Los estudios epigendmicos podrian facilitar potencialmente la comprension de
la regulacion de la transcripcion genética en el parésito. Esto podria explicar
los patrones de expresion en respuesta a fdrmacos o vacunas. Con el uso
creciente de diversas tecnologias 6micas en la investigacion biomédica, como
la fendmica y la vaccindmica, para evaluar la relacion entre los factores
ambientales de un organismo y la expresion genética (152), y la
inmunogenicidad en relacion con el desarrollo de vacunas (153),
respectivamente, es solo cuestion de tiempo antes de que los cientificos
exploren como la genética de las poblaciones de duelas influye en la resistencia

a los medicamentos y la eficacia de las vacunas.

1.2.14. Investigacion sobre la fascioliasis: perspectiva desde la ganaderia

Para un productor tradicional, la investigacion de las duelas es buena si el
ganado estd sano. En otras palabras, el objetivo principal de un ganadero es
mejorar la salud de los animales, aumentar la productividad y reducir las
pérdidas econdmicas por enfermedades. La fascioliasis causa pérdidas
economicas significativas a una granja. La dependencia excesiva de TCBZ por
parte de los granjeros es un factor clave en el desarrollo y la propagacion de la

resistencia, por lo que se cree que el desarrollo de modelos econémicos en su
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produccion permitiria a los granjeros tomar medidas de control informadas. Sin
embargo, para lograr esto, es necesario desarrollar un medio de diagnostico
sostenible, preciso, asequible y rapido al que puedan acceder los ganaderos

(25).

Otras practicas de gestion de la granja, como el pastoreo y la densidad del
rebafio, el uso adecuado de medicamentos, nuevos sistemas adecuados de
cuarentena animal y la vigilancia, son clave para abordar la fascioliasis en las
granjas (55). Como se estan realizando esfuerzos de investigacion sobre el
desarrollo de vacunas, cabria esperar que se realicen varios ensayos antes de la
produccion comercial. Es importante contar con protocolos estandarizados para
garantizar que se puedan comparar los resultados de varios ensayos (127). Esto
facilitaria el desarrollo de procesos, asi como la actualizacion de los
responsables de las politicas y las partes interesadas sobre el nivel de progreso.
Por lo tanto, las medidas de control implicarian claramente ayudar a los
ganaderos a tomar decisiones informadas sobre la gestion de las explotaciones,
desarrollar un nuevo farmaco con una eficacia igual o superior a la del TCBZ
y, potencialmente, desarrollar una vacuna eficaz y comercialmente asequible
(51). A largo plazo, si se quiere controlar o tal vez erradicar la fasciolosis en
todo el mundo, se requerird un equilibrio adecuado de practicas agricolas e

investigacion intensiva.
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1.3. Definicion de términos basicos

Fascioliasis: enfermedad parasitaria de animales empleados en la produccioén
y humanos, causada por trematodos del género Fasciola. Estos helmintos son
caracterizados por poseer un ciclo bioldgico complejo que compromete a
moluscos como hospederos intermediarios donde se desarrollara la fase asexual
y hospederos definitivos vertebrados donde ocurrira la reproduccion sexual
(154). La fascioliasis se encuentra distribuida en todos los continentes, con
excepcion de la Antartida (155). Se presume que la existencia de F. hepatica 'y
F. gigantica data de hace 5 millones de afos aproximadamente, entre el limite
del Mioceno y el Plioceno (149). Por esta enfermedad, se estiman pérdidas
economicas anuales de US$3 mil millones alrededor del mundo en el sector
agropecuario (74). Este trematodo es sensible a un derivado de los
benzimidazoles, llamado TCBZ y que tiene actividad a nivel de la B-tubulina

(51,156).

Triclabendazol: es un farmaco perteneciente al grupo de los benzimidazoles
cuyos metabolitos sistémicos disponibles son el TCBZ.SO, y TCBZ.SO,
mediados por la actividad enzimatica de la flavina monooxigenasa (FMO) y
citocromo P450 (CYP450). El retorno al compuesto original de TCBZ se
produce a través de la microbiota ruminal (157). Las concentraciones
plasmaticas maximas de TCBZ.SO se obtienen a las 36 h postratamiento con
dosis orales de 10 mg/kg de peso vivo en ovinos (41,158). Este benzimidazol
halogenado se administra en dosis de 12 mg/kg de peso total en bovinos y 15
mg/kg de peso total en caprinos (98,159). La forma disponible para humanos

es el Egaten®, Novartis, 250 mg/tableta (10 mg/kg en dos dosis tomadas con
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24 h de diferencia) (160-162). En cuanto a su mecanismo de accion, TCBZ se
dirige a los microtiibulos del parasito y se observa una necrosis severa en la
mitad posterior del cuerpo a las 72 h postratamiento (pt), y a las 96 h pt el
tegumento suele desprenderse por completo; la formacion de huevos cesa a las
48 h pt. y se desencadenan eventos apoptoticos en los testiculos, tejido vitelino

y ovarios (163,164).

Resistencia y Susceptibilidad al TCBZ: el TCBZ, que era el farmaco mas
efectivo contra formas de F. hepatica inmaduras y adultas, aun no tiene un
mecanismo de accion bien detallado a nivel molecular; sin embargo, la
monoterapia sin rotacion antihelmintica ha propiciado el desarrollo de
aislamientos resistentes del trematodo (13,23,165). Se puede determinar la
resistencia a un farmaco o mas, cuando in vivo o in vitro, no existe muerte del
parasito o dafio tisular y reproductivo al aplicar las dosis adecuadas segun la
especie a tratar; también, se puede hacer un conteo de huevos en heces (por sus
siglas en inglés, FEC), una prueba de reduccion en el FEC (FECRTs) y
métodos seroldgicos y de coproantigeno que permitan definir la efectividad del
tratamiento (13,51). En Cajamarca, existe una cepa resistente a TCBZ y
albendazol, comprobadas con las técnicas anteriormente mencionadas (24,26).
Tal es asi que, la eficacia del TCBZ en humanos puede llegar a 69,23 % y en

bovinos a un 25,20 % (19,26).
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2.1.

CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

Ubicacion geografica

Las actividades de campo se realizaron en el Matadero Municipal de Cajamarca
y el procesamiento de las muestras para los respectivos experimentos en el
Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, distrito, provincia y

region Cajamarca, Peru (Figura 2).
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Figura 2. Area geografica en la que se ejecutaron las fases de campo y
laboratorio de la presente investigacion
El Matadero Municipal de Cajamarca se encuentra ubicado en la latitud -
7,153217458 Sur y la longitud -78,521679639 Oeste. La Universidad Nacional
de Cajamarca, se situa en la latitud -7,168104710 Sur y la longitud -

78,493849039 Oeste. Ambos lugares se encuentran en el distrito de Cajamarca,



la distancia entre ambos puntos es de 3,49 km y comparten la siguiente altitud

y caracteristicas climatoldgicas (Tabla 1) [64]:

Tabla 1. Altitud y datos climatologicos del distrito de Cajamarca

considerando los promedios anuales de cada pardmetro en el 2024

Parametro Valor
Altitud 2759,53 m s.n.m.
Humedad Relativa 69,75 %
Temperatura Méxima 25,48 °C
Temperatura Minima 5,54 °C
PrecI:)i;)Oigiicgg :leDia 0,97 mm/dia
Suma de Precipitacion 353.22 mm

Anual

Fuente: hitps.://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/

2.2. Diseiio de la investigacion

2.2.1. Obtencion de la muestra

El disefio corresponde a un muestreo no probabilistico por conveniencia. La
coleccion de muestras se realizd en horas de la mafiana en el Matadero
Municipal de Cajamarca, los lunes y martes (horario: 6:00 — 9:00 a.m.) de los
meses de enero a diciembre del 2023, donde se tuvo a disposicion una caja
térmica con el interior atemperado de forma estable a 37 °C; esto, por la
ambientacion con una bolsa con agua caliente que regulaba la temperatura y un
termometro de mercurio que facilitd su control en lo que duraba cada actividad

matutina.
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Dentro de la caja térmica se colocaron ocho tubos de plastico con fondo conico
(capacidad de 50 mL), con 25 mL de una soluciéon de RPMI + antibacteriano-
antimicotico (RPMI-anti) atemperada también a 37 °C. Se expresan detalles de

los insumos en la seccion Equipos y Materiales.

Con la bioseguridad correspondiente (empleo de guantes de latex estériles,
alcohol de 70° y papel toalla para las superficies donde se colocaron los
cuchillos y pinzas), se procedi6 a realizar cortes transversales en la cara visceral
de los higados. Asi, quedaron expuestos los conductos biliares, se busco el
conducto principal y se masaje6 el parénquima permitiendo la salida de los

parasitos (ver Anexo 1).

Cuando el higado fue positivo a F. hepatica, se colectaron al menos treinta
parésitos (con una longitud superior o igual a 1 cm, que presentaron una alta
motilidad a la observacion directa y una morfologia aparentemente normal e
integra), se las colocd en un tubo con RPMI-anti a 37 °C. Se rotularon los
frascos adecuadamente y se trasladaron lo antes posible al Laboratorio de

Inmunologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNC.

Entre cada higado inspeccionado, se lavaron cuchillos y pinzas y se los
desinfectd con alcohol. También, se cambiaron los guantes para proceder a

revisar la siguiente viscera.

Los parasitos colectados de cada higado de bovino representaron un lote y, por
ende, una muestra. El nimero de pardsitos colectados en total fue superior al

nimero de los que lograron ser seleccionados para su exposicion en los
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distintos grupos experimentales y también a las fasciolas que finalmente fueron

fenotipificadas en un patron de susceptibilidad (Tabla 2).

Tabla 2. Fases de seleccion y distribucion de grupos experimentales por lote

de fasciolas de un higado bovino

Fase 1: Seleccion de fasciolas para adaptacion in vitro

Numero de
muestras

Paso Muestra

Obtencion de muestras en
el Matadero Municipal de
Cajamarca

Higado de bovino

) > 30 fasciolas
con fasciolas

Fasciolas seleccionadas

. S Fasciolas 24
para su incubacion in vitro

Fase 2: Seleccion de fasciolas para exposicion a TCBZ

Clasificacion Muestra Numero de
muestras
Grupo Tratamiento 1 o GS Fasciolas de la
(dosis tinica de TCBZ.SO a fase 1 4
15 pg/mL)
Grupo Tratamiento 2 0 GR
(dosis de TCBZ.SO a 15 .
L, Fasciolas de la
pg/mL con repeticion de 4
. . fase 1
dosis a las 12 h posprimera
exposicion)
Grupo Control o GC
(dosis de DMSO a 3750 .
L Fasciolas de la
pg/mL con repeticion de fase 1 4

dosis a las 12 h posprimera
exposicion)

2.2.2. Lavado y seleccion de fasciolas

En el Laboratorio, se desinfectaron los frascos de manera externa con alcohol.
Luego, se encendid la cabina de bioseguridad que un dia antes fue esterilizada
con UV (254 nm) por 30 minutos y en la misma se realizaron los lavados
empleando una solucion fisioldgica de cloruro de sodio al 0,9 % atemperada a

37 °C.
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En el primer lavado, se decanté con cuidado el medio de transporte (RPMI-
anti) de los tubos con fondo cénico de 50 mL hacia un recipiente de descarte y
se colocaron aproximadamente 40 mL de solucion fisioldgica. Se realizaron
dos lavados mas con intervalos de veinte minutos cada uno. Después de cada

lavado, los tubos con los parésitos fueron incubados en total obscuridad a 37

°C.

Al finalizar el tercer lavado (aprox. 45 min después del primer lavado), se
vertieron las fasciolas (con 40 mL de solucion fisiologica) de cada lote en una
placa Petri de plastico (150 x 20 mm) (ver Anexo 2). Del total de cada lote
procesado, se seleccionaron 24 fasciolas con motilidad de tres cruces (+++) a
la observacion directa. En tal sentido, a continuacion, se describe la
interpretacion de los valores que se consideraron para evaluar la viabilidad de

los parasitos (Tabla 3) (46,49,166):

Tabla 3. Valores de viabilidad considerados en la evaluacion y seleccion de

fasciolas
Valor Descripcion
et Movimiento del cuerpo ondulante y rapido
perceptible a simple vista
++ Movimiento del cuerpo ondulante lento y

perceptible a simple vista

Cuerpo semirigido, movimiento casi
imperceptible, observado al estereomicroscopio

Movimiento nulo por muerte, determinada
luego de observar 2 minutos

Las 24 fasciolas seleccionadas fueron manipuladas con hisopos estériles
(extremo de algodon, cuerpo de madera y longitud de 15 cm) y depositados de

forma aleatoria en dos placas de cultivo celular de doce pocillos cada una.
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2.2.3.

Previamente, en cada pocillo se habian colocado 3 mL de RPMI+antibacteriano
y antimicético (RPMI-anti) + Suero Fetal Bovino (SFB) al 5 %. Después de un
periodo de incubacidn de seis horas a 37 °C y 5 % de CO3, cada lote quedo

codificado tal como se muestra en la Figura 3:

CODIGO DE LA MUESTRA CODIGO DE LA MUESTRA

0000,
0000,
(OI0I0/0% CI0I0/0%

Figura 3. Distribucion de un lote de fasciolas seleccionadas por su viabilidad

y colocadas aleatoriamente en placas de cultivo celular con medio RPMI-anti

+ SFB al 5 %

Cambio de medio de cultivo a fasciolas incubadas preexposicion a TCBZ

Luego de seis horas, las fasciolas en las placas de cultivo fueron examinadas
en un estereomicroscopio para evaluar su viabilidad (segun la Tabla 3); los
datos se registraron en un cuaderno de laboratorio. Después, se realiz6 el primer
cambio de medio RPMI-anti + SFB. Para ello, el medio donde se mantuvieron
a las fasciolas fue descartado y reemplazado por medio nuevo a 37 °C (3 mL
por pocillo). Las fasciolas quedaron incubando por veinticuatro horas a 37 °C
y 5 % de COa. Se repiti6 la valoracion individual de cada parésito y el cambio
de medio. Luego de lo cual, permanecieron veinticuatro horas mas en las

mismas condiciones de incubacion (ver Anexo 3).
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2.2.4. Exposicion a TCBZ.SO

Transcurridas las cincuenta y cuatro horas pos-seleccion de las fasciolas en el
primer dia, fueron valoradas por su actividad y se escogieron doce parasitos
con el mejor puntaje de viabilidad (Tabla 3), posterior a lo cual, fueron

distribuidos en los siguientes grupos experimentales (ver Figura 4 y Anexo 4):

CODIGO DEL LOTE

Grupo Tratamiento 1 0 GS
@ @ @ - (dosis unica de TCBZ.SO a 15 pg/mL)
Grupo Tratamiento 2 0 GR (dosis de TCBZ.SO a 15 pg/mL
@ con repeticion de dosis a las 12 h pos primera administracion)
Grupo Control o0 GC (dosis de DMSO a 3750 pg/mL con
@ @ @ o / repeticion de dosis a las 12 h pos primera administracion)

GS = Grupo Susceptible
GR = Grupo Resistente
GC = Grupo Control

Figura 4. Distribucion de los grupos experimentales
El tiempo cero fue la denominacion que se le dio al momento en el que las
fasciolas dejaron de ser expuestas a los tratamientos indicados en la Figura 4
(RPMI-anti + TCBZ.SO o RPMI-anti + DMSO) y se les administr6 el medio
con RPMI-anti + SFB. Para el caso del GS, el tiempo cero fue después de doce
horas del inicio de la exposicion a TCBZ. En los casos del GR y GC, el tiempo
cero comenzo a las veinticuatro horas luego de las dos dosis de TCBZ a las que

fueron sometidos.

En cada cambio de medio, se valord la viabilidad individual de las fasciolas y
se registraron dichos datos. En el caso del GS, las siguientes valoraciones y

cambios de medio se realizaron a las 12, 24 y 48 h postiempo cero. En los
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2.2.5.

tratamientos GR y GC, los siguientes cambios de medio y calificacion de la

viabilidad individual, se hicieron a las 24, 48 y 72 h después del tiempo cero.

Determinacion fenotipica de fasciolas

Una condicion clave para determinar los fenotipos de las fasciolas sometidas a
los distintos grupos de tratamiento, fue que las fasciolas del GC debieron
mantenerse con ++ o +++ a las 72 h postiempo cero. Si el 50 % (n = 2) de las
fasciolas de cada GC murieron o presentaron + en viabilidad, el lote se elimin6

completamente del experimento.

La determinacion fenotipica (susceptible, resistente o indeterminado) se dio

bajo los criterios establecidos en la Tabla 4.

2.3. Poblacion, muestra y unidad de analisis

Poblacion: todas las fasciolas de los higados de bovinos sacrificados en el

Matadero Municipal de Cajamarca.

Muestra: cada grupo o lote de fasciolas que provenian del mismo higado de

bovino.

Unidad de analisis: fasciolas seleccionadas para el cultivo inicial y las que
posteriormente pasaron a conformar los distintos grupos experimentales (GS,

GR y GC).
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2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion

24.1.

2.4.2.

Microscopia convencional

Se empleo el estereomiscroscopio binocular Carl Zeiss Stemi 305, con una
capacidad de aumento de 0,8X a 4,0X y fuente de luz LED blanca. En este
equipo se colocaron las placas de cultivo para la valoracion de la viabilidad de

las fasciolas en los periodos de evaluacion.

Clasificacion fenotipica

Se clasificaron como fasciolas susceptibles aquellas que murieron o
presentaron una viabilidad reducida (categorizada como +) dentro de las 48 h
postiempo cero. Por otro lado, se definieron como fenotipos resistentes
aquellas que mantuvieron una viabilidad activa (++ o +++) hasta las 72 h
postiempo cero (Tabla 4). Los fenotipos indeterminados correspondieron a
fasciolas con comportamiento distinto o contrario a los patrones establecidos
para los grupos susceptibles (GS) o resistentes (GR) dentro de cada lote

experimental (ver Anexo 5y 6).
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Tabla 4. Valores de viabilidad por grupo de tratamiento que permitié declarar

la susceptibilidad fenotipica al TCBZ.SO de las fasciolas en experimentacion

Grupo
(=]
@ ° = Control
Fenotipo = ¢ £ 0GC (3750 pg/mL de
Grupo 2 £ E DMSO, con
Experimental § g § repeticion de dosis a
an K = las 12 h posprimera
= exposicion)
Grupo de Tratamiento 1 0 GS
Dosis unica: TCBZ.SO a 15
pg/mL
Tiempo de exposicion: 12 h
Declaracion de fenotipo: 48 h
postiempo cero
++/+++

Grupo de Tratamiento 2 0 GR
Dos dosis: TCBZ.SO a 15
pg/mL (repeticion a las 12 h
posprimera dosis)
Tiempo de exposicion total: 24
h
Declaracion de fenotipo: 72 h
postiempo cero

2.5. Técnicas para el procesamientos y analisis de la informacion

Se calcularon frecuencias absolutas y relativas en base al numero de fasciolas
colectadas del matadero, fasciolas seleccionadas para cultivo, fasciolas
sometidas a alglin grupo experimental y fasciolas con fenotipo determinado
segun los criterios evaluados. A las frecuencias relativas se les estimaron los
intervalos de confianza al 95% (IC95%). Para una estimacidon mas precisa y
adecuada de la variabilidad basada en el comportamiento de los datos se
emplearon dos métodos. Para frecuencias intermedias y altas se aplicé el
método de Wald y los resultados se expresaron porcentaje + error estandar.

Para proporciones pequeilas o cuando el numero de casos positivos por
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categoria fue igual o menor a cinco (<5) se utiliz6 el intervalo de Clopper-
Pearson exacto, presentado como un rango asimétrico. En los casos donde se
obtuvieron frecuencias relativas del 0%, el IC95% se estimd con la Regla de 3

de la féormula de Hanley donde el IC: (0,3/n); si n >30 (167).

Se ejecuto la prueba de Chi cuadrado (2) para determinar asociacion entre las
fasciolas declaradas como susceptibles, resistentes o indeterminadas segin
cada grupo experimental vs. los meses; siempre que el valor de p fue menor a
0,05 se concluyé que hay diferencia significativa. Para saber si los datos
obtenidos durante el estudio (nimero de fasciolas susceptibles, resistentes e
indeterminadas por lote) tuvieron una distribucién normal o no, se aplico la
prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Seglin esto, se analizo el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) para datos paramétricos o coeficiente de correlacion
de rangos de Spearman (rs) para los no paramétricos. Estos datos se procesaron
ejecutando el software IBM SPSS v.27.0.1 (IBM Corporation, EE.UU.),
ademas, se presentaron tablas y figuras para un mejor entendimiento elaboradas

en el software Microsoft Excel 2019®.

2.6. Equipos y materiales

Refrigeradora, congeladora, cabina de flujo laminar, incubadora con sistema
para CO; incorporado, placas de cultivo celular, micropipetas, tubos de plastico
con fondo conico de 50 mL, crioviales de 5 mL, crioviales de 2 mL, tips para
micropipetas de 10 a 1000 pL, guantes de latex, hisopos estériles, tachos de

descarte, placas de Petri, etc. Ademas, se usaron los siguientes insumos:
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2.6.1.

RPMI-1640 con L-glutamina y bicarbonato de sodio <RPMI>, en

presentacion de 500 mL (Sigma-Aldrich®) y conservado entre 2 — 8 °C.

Dimetilsulféxido <DMSO> en presentacion de 500 mL concentrado a 500

mg/mL (Sigma-Aldrich®) y conservado a temperatura ambiente.

Solucién de antibacteriano-antimicotico <anti>a 100X en presentacion de
100 mL (Sigma-Aldrich®) que contiene: 10 000 UI de penicilina, 10 mg

de estreptomicina y 25 pg de anfotericina por mL, conservado a -20 °C.

Suero Fetal Bovino <SFB> en presentacion de 100 mL (Biowest®),

conservado a -20 °C.

Triclabendazol sulféxido <TCBZ.SO> con presentacioén en polvo de 10

mg (Sigma-Aldrich®), conservado a -20 °C.

Suero fisiologico estéril de cloruro de sodio al 0,9 % en presentacion de 1

L (Medifarma®), conservado a temperatura ambiente.

La preparacion de las soluciones empleadas en la presente investigacion se

detalla a continuacion:

Preparacion de RPMI-anti + SFB (medio de cultivo)

Retirar 25 mL del frasco de RPMI y anadir 25 mL de SFB. Homogenizar

el frasco suavemente.

Retirar 5 mL de la solucion de RPMI + SFB y afadir 5 mL de anti.

Homogenizar el frasco suavemente.
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2.6.2.

2.6.3.

La concentracion final debe ser de un RPMI-anti + SFB: al 1X de anti (5

mL de anti) y 5 % de SFB (25 mL de SFB) en 470 mL de RPMI.

Preparacion de RPMI-anti (medio de transporte)

Retirar 5 mL del frasco RPMI y afiadir 5 mL de anti. Homogenizar el

frasco suavemente.

La concentracion final debe ser de un RPMI-anti: al 1X de anti (5 mL de

anti) en 495 mL de RPML.

Preparacion del stock de TCBZ.SO

Atemperar 5 mL de DMSO y 5 mL de RPMlI-anti a 37 °C.

Anadir 500 pL de DMSO al frasco de TCBZ.SO. Homogenizar aspirando
suavemente con la pipeta y retirar la mezcla a un tubo de 50 mL con fondo

conico.

Repetir el paso anterior hasta diluir y retirar todo el TCBZ de su frasco
original y completar 5 mL en el tubo de 50 mL con fondo cénico (para eso,

pipetear 10 veces de 500 en 500 puL intentando colectar todo el producto).

Finalmente, se afiaden 5 mL de RPMI-anti hasta completar los 10 mL y se
separan alicuotas en viales de 1 mL para su congelacion a -20 °C. La
concentracion final debe ser de 1 mg de TCBZ en 1 mL de DMSO +

RPMI-anti (1000 pg de TCBZ.SO en 1 mL de RPMI-anti).
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2.6.4. Preparacion de TCBZ.SO a 15 pg/mL

e Atemperar a 37 °C el RPMI-anti suficiente para el nimero de fasciolas que
se enfrentan a TCBZ.SO (3 mL por pocillo), considerando que el GR tiene

dos repeticiones de dosis.

e Por ejemplo: en un lote, las fasciolas seleccionadas para el GS y el GR
hacen un total de 8, a cada una le corresponde 3 mL, requiriendo para la
exposicion 24 mL. Sumandole la repeticion de dosis a las 4 fasciolas del
GR, son 12 mL mas. El total para enfrentar a un lote contra TCBZ.SO, es

de 36 mL de solucion compuesta por RPMI-anti + TCBZ.SO.

e Para calcular la cantidad de TCBZ.SO, tomamos como ejemplo los
requerimientos de un lote a enfrentar. Aplicamos la formula para dilucion

de soluciones concentradas:

C1*V1=C2%V2
1000 pg * V1 =15 pg* 36 mL
V1 =540 /1000 mL
V1l = 0,54mL o 540 uL de TCBZ.SO

e Abhora solo se calcula la diferencia para obtener el volumen de RPMI-anti

a usar en la solucion:

36 mL — 0,54 mL = 35,46 mL de RPMI — anti

2.6.5. Preparacion de stock de DMSO

e Atemperar 2,5 mL de RPMI-anti a 37 °C en un tubo de 5 mL.

e Atemperar 2,5 mL de DMSO y afiadir al tubo de RPMI-anti.
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e Homogenizar el tubo suavemente para obtener una concentracion final de

250 mg/mL (250 000 pg/mL).

2.6.6. Preparacion de RPMI-anti + DMSO para el GC

e Considerando que el stock de TCBZ.SO tiene una concentracién de 250
mg/mL de DMSO, se pretende exponer al GC con la misma concentracion
que se tiene de DMSO en la solucion de RPMI-anti + TCBZ.SO. Para ello,
se calcula la concentraciéon del DMSO en una solucion de 15 pg/mL de

TCBZ.SO en RPMI-anti:

Primero:
C1xV1=C2%V2
1000 pg * 1mL =15png *V2
V2 =1000mL /15
V2 = 66,67 mL de RPMI — anti + DMSO
Segundo:

ClxV1=C2%V2
250mg * 1mL = C2 * 66,67 mL
C2 =250mg /66,67

C2 = 3,749 mg o 3749 ug de DMSO

e Con el ejemplo de un lote de fasciolas que son expuestas, en el GC se
tienen a 4 parasitos (corresponde 3 mL a cada una, considerando también
dos repeticiones) y se debe preparar una solucion total de 24 mL de RPMI-

anti + DMSO. Para ello, se emplea la siguiente formula:
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Cl*V1=C2%V2
3749 ug * 24mL = 250 000 pg * V2
V2 =89976mL /250 000

V2 = 0,359 mL o 359 uL de DMSO

Ahora solo se calcula la diferencia para obtener el volumen de RPMI-anti

a usar en la solucion:

24mL — 0,349 mL = 23,651 mL de RPMI — anti
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

a.  Parasitos viables en condiciones experimentales

Entre enero a diciembre del 2023 se recolectaron 218 lotes de F. hepatica de
higados de bovinos sacrificados en el Matadero Municipal de Cajamarca. Sin
embargo, solo 203 cumplieron con los criterios de viabilidad e integridad para

que pasen a conformar algiin grupo experimental (Figura 5 y Tabla 5).

Higados/Lotes
Recolectados
(N =218)
Fasciolas
Recolectadas
(N =5232) Fasciolas
1 Descartadas®
Fasciolas con (n = 360)
Resultado Elegible
(n = 4872)
No Seleccionadas Seleccionadas Seleccionadas para
para Experimentos como Controles Exposicion a TCBZ.SO
(n = 2436) (n =812) (n = 1624)
|
Condiciones para Susceptibles Condiciones para Resistentes
Expuestas 12 h - Observadas 48 h postexposicion Expuestas 24 h - Observadas 72 h postexposicion
(n =812) (n =812)
| |
Susceptibles Indeterminados 12 h Resistentes Indeterminados 24 h
(n=217) (n =595) (n=41) (n=771)
* Los 360 parasitos descartados tuvieron baja motilidad o crecimiento bacteriano en las primeras 48 horas de
incubacion

Figura 5. Resumen de nlimero de fasciolas recolectadas, seleccionadas por su

viabilidad, expuestas a TCBZ.SO y declaradas en algin patron fenotipico



La Tabla 5 muestra que, de los 203 lotes viables recolectados de higados de
bovinos en el Matadero Municipal de Cajamarca, se logré exponer un total de
1624 especimenes de F. hepatica a TCBZ.SO, distribuidos equitativamente
entre protocolos de 12 y 24 h. Los meses con mayor nimero de lotes fueron
enero (25 lotes; 12,32 %), octubre (24 lotes; 11,82 %) y noviembre (23 lotes;
11,33 %), lo cual sugiere un patrén estacional influido posiblemente por la
dindmica de transmision en pasturas contaminadas. Diciembre tuvo un niimero
considerablemente menor de muestras, lo que podria estar relacionado con la

disminucion de lluvias o del faenado en temporada festiva.

Tabla 5. Numero y frecuencia de lotes de fasciolas colectadas de higados de
bovinos en el Matadero Municipal de Cajamarca expuestas a algin grupo

experimental, 2023

Total Numero
Lotes Porcentaje de Expuestas Expuestas
Mes . (£IC95%)  Fasciolas 12h 24 h
Viables Expuestas
n =203 100 % n=1624 n=812 n =812
Enero 25 12,32 (£4,52) 200 100 100
Febrero 21 10,34 (£4,19) 168 84 84
Marzo 18 8,87 (£3,91) 144 72 72
Abril 18 8,87 (£3,91) 144 72 72
Mayo 17 8,37 (+3,81) 136 68 68
Junio 20 9,85 (+4,10) 160 80 80
Julio 11 5,42 (£3,11) 88 44 44
Agosto 13 6,40 (£ 3,37) 104 52 52
Setiembre 10 4,93 (£2,98) 80 40 40
Octubre 24 11,82 (£4,44) 192 96 96
Noviembre 23 11,33 (£4,36) 184 92 92
Diciembre 3 03 11 ’i‘i’%) 24 12 12

IC: intervalo de confianza
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Pruebas de susceptibilidad de F. hepatica

Los bovinos positivos a F. hepatica que llegaron al Matadero Municipal de
Cajamarca durante el afio 2023, presentaron fenotipos de parasitos susceptibles
y resistentes a TCBZ.SO. De esta manera se observd un mayor numero de
fasciolas que fueron notoriamente afectadas en el protocolo de dosis nica por
12 h en comparaciéon con el nimero final de parésitos clasificados como
resistentes, que se expusieron a dos dosis cada 12 h por un total de 24 h (Tabla

6).

Tabla 6. Numero de fasciolas colectadas de bovinos expuestas a TCBZ.SO

clasificadas segtin fenotipo, 2023

=} =)
@ o - = - =
X 2t S£5-= &%
S & Sz St Stx Total
Mes g9 52 s 2 s 2
= = 2 ~ 2 ~ 2
s L= L=
n n n n n
Enero 33 1 67 99 200
Febrero 23 8 61 76 168
Marzo 36 2 36 70 144
Abril 26 8 46 64 144
Mayo 21 2 47 66 136
Junio 13 3 67 77 160
Julio 9 2 35 42 88
Agosto 22 3 30 49 104
Setiembre 6 6 34 34 80
Octubre 9 3 87 93 192
Noviembre 16 3 76 89 184
Diciembre 3 0 9 12 24
Total 217 41 595 771 1624
(IC95%) (13,36 (2,52 (36,64 (47,48 (100 %)

+1,65%) +0,76 %) +£234%) +2.43 %)

IC: intervalo de confianza
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De un total de 1624 F. hepatica expuestas in vitro a TCBZ.SO, se identificaron
tres fenotipos generales: susceptibles, resistentes e indeterminados. El 13,36 %
de los individuos fue catalogado como susceptible, mientras que un 2,52 %
mostré un fenotipo resistente confirmado. Sin embargo, la mayoria (84,11 %)
presentd caracteristicas fenotipicas indeterminadas, siendo distribuidas en dos
tiempos de exposicion: 36,64 % a las 12 h'y 47,48 % a las 24 h. Esta amplia
proporcion de resultados no concluyentes sugiere una respuesta heterogénea al
farmaco en condiciones in vitro, probablemente influida por factores como la
variabilidad genética o diferencias en la tasa de absorcion del TCBZ.SO. Es
destacable que marzo registré el mayor niimero de fasciolas susceptibles (36
casos), y febrero y abril los picos mas altos de fenotipos resistentes (8 casos
cada uno), lo que podria relacionarse con variaciones estacionales en la
exposicion antiparasitaria previa del ganado. Asimismo, el mes de octubre
evidencié un notable incremento en fenotipos indeterminados a las 12 h,
notdndose que amerita una evaluacion complementaria del contexto

epidemioldgico o técnico de dicha recoleccion.

La clasificacion de fenotipos por lotes de fasciolas expuestas a TCBZ.SO se
denominaron susceptibles y resistentes, cuando presentaron ambos fenotipos

(susceptibles + resistentes) se les denomin6 “mixtos” (Tabla 7).
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Tabla 7. Clasificacion fenotipica general de los lotes de F. hepatica

colectados de bovinos tras 12 h o0 24 h de exposiciéon a TCBZ.SO in vitro,

2023

Clasificacion Fenotipica de los Lotes

Solo Solo Mixtos .
Mes Susceptibles  Resistentes (S +R) Indeterminados
Enero 14 1 0 10
Febrero 7 1 4 9
Marzo 13 0 2 3
Abril 10 1 4 3
Mayo 6 0 1 10
Junio 8 1 1 10
Julio 3 0 1 7
Agosto 7 0 2 4
Setiembre 3 2 2 3
Octubre 5 1 1 17
Noviembre 8 1 0 14
Diciembre 2 0 0 1
Total 86 8 18 91
(N =203) (42,36 (3,94 (8,87 (44,83
(£1C95%) + 6,80 %) +2,68 %) +3,91 %) + 6,84 %)

S = Sensibles, R = Resistentes
IC: intervalo de confianza

La Tabla 7 muestra la clasificacion fenotipica global de los lotes de F. hepatica

tras exposicion a TCBZ.SO in vitro durante 12 y 24 h, permitiendo observar el

comportamiento de cada lote frente al antiparasitario. El 42,36 % de los lotes

estuvo conformado exclusivamente por fasciolas susceptibles, mientras que
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solo el 3,94 % presento resistencia homogénea. En el 8,87 % de los lotes, se
detecto la coexistencia de fenotipos mixtos (susceptibles y resistentes). Por otro
lado, el 44,83 % no pudo ser clasificado de manera definitiva y se mantuvieron
como lotes indeterminados. La identificacion de lotes mixtos podria reflejar la

aparicion progresiva de respuestas heterogéneas al farmaco, constituyendo una



sefial de alerta ante la posible emergencia de subpoblaciones con potencial
resistencia.

Tabla 8. Frecuencias y asociacion con los meses del afio de fenotipos de
fasciolas susceptibles e indeterminadas colectadas de bovinos y expuestas a

TCBZ.SO por 12 h, 2023

Fenotipo % Indl;:::;:il:loado %
Mes Susceptible (£IC95%) p valor IC95%) P
12 h valor
n=217 100 % n = 595 100 %
15,21 11,26
Enero 33 ( 4.78) 67 (& 2.54)
10,60 10,25
Febrero 23 (£4.10) 61 (& 2.44)
16,59 6,05
Marzo 36 (* 4.95) 36 (& 1.92)
. 11,98 7,73
Abril 26 (£ 432) 46 (*2.15)
9,68 7,90
Mayo 21 (& 3,93) 47 & 2.17)
. 5,99 11,26
Junio 13 (* 3.16) 67 (& 2.54)
* *
Julio 9 (:i 25) <0,001 35 (151?889) 0,009
10,14 5,04
Agosto 22 (& 4.02) 30 @& 1,76)
. 2,76 5,71
Setiembre 6 & 2.18) 34 & 1.87)
4,15 14,62
Octubre 9 (& 2.65) 87 (& 2.84)
. 7,37 12,77
Noviembre 16 (& 3.48) 76 (& 2.68)
1,38 151
Diciembre 3 (0,29 — 9 ;
3.99) (£ 0,98)

*Significativo al 99 %; Chi cuadrado

IC: intervalo de confianza

La Tabla 8 muestra la distribucion mensual de F. hepatica con fenotipo
susceptible e indeterminado tras 12 h de exposicion a TCBZ.SO, acompafiada

de los valores p obtenidos mediante prueba de Chi cuadrado. De los 217
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especimenes clasificados como susceptibles, marzo concentr6 el mayor
porcentaje (16,59 %), seguido de enero (15,21 %). En contraste, diciembre
registrd el porcentaje mas bajo de casos susceptibles (1,38 %). En cuanto al
fenotipo indeterminado (n = 595), octubre fue el mes con mayor frecuencia
(14,62 %), seguido de noviembre (12,77 %) y enero/junio (11,26 % cada uno).
En ambos fenotipos se observaron diferencias estadisticamente significativas

en los distintos meses.

Este patron refleja una estacionalidad clara en la distribucion de los fenotipos.
El predominio de fasciolas susceptibles en los primeros meses del afio podria
estar asociado a ciclos de transmision mas recientes, mientras que el aumento
de fenotipos indeterminados en octubre y noviembre sugiere una mayor
heterogeneidad fenotipica o disminuciéon en la eficacia discriminante del
bioensayo. La diferencia significativa en los valores p también refuerza la
necesidad de considerar factores como el uso de antiparasitarios a lo largo del
afo y el estado fisioldgico de los hospederos como posibles moduladores de la

respuesta fenotipica observada.

La Tabla 9 muestra la frecuencia mensual de fasciolas clasificadas como
resistentes e indeterminadas tras 24 h de exposicion a TCBZ.SO. De los 41
casos catalogados como resistentes, febrero y abril concentraron la mayor
proporcion (19,51 % cada uno), seguidos por setiembre (14,63 %). En
contraste, durante diciembre no se registraron casos de resistencia, mientras
que enero presentd un Unico caso (2,44 %). Estas diferencias entre meses

resultaron estadisticamente significativas, sugiriendo una baja probabilidad de
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encontrar fenotipos resistentes en los primeros meses del afio. Por otro lado,

entre los 771 fenotipos indeterminados en este grupo experimental, la

distribucion fue mas homogénea, con enero, octubre y noviembre como los

meses de mayor frecuencia (12,84 %, 12,06 % y 11,54 %, respectivamente),

sin diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05).

Tabla 9. Frecuencias y asociacion con los meses del afio de fenotipos de

fasciolas resistentes e indeterminadas colectadas de bovinos y expuestas a

TCBZ.SO por 24 h, 2023

Fenotipo Fenotipo &
o ° i N
Mes Resistente ° C1C957)  p  Indeterminado *1C95%) P
valor 24h alor
n=41 100 % n=771 100 %
244 12,84
Enero 1 (0,06 _ 12’86) 99 (:l: 2,36)
19,51 9,86
Febrero 8 (7,38 — 31,64) 76 (£2,10)
4,88 9,08
Marzo 2 (0.60-16,53) 70 (2,03)
, 19,51 8,30
Abril 8 (738 3L64) 64 (& 1,95)
4,88 8,56
Mayo 2 (0,60 — 16,53) o0 (& 1,97)
732 9,99
Junio 3 ’ 7 :
(LA —092) 0014% C22 0,997
Julio 2 (0.60-16,53) 2 ( 1,60)
732 6,36
Agosto 3 (1,54-19.92) i (& 1,72)
. 14,63 4,41
Setiembre 6 (382 25.45) 34 (& 1,45)
732 12,06
Octubre 3 (1,54 _ 19’92) 93 (Zl: 2,30)
. 732 11,54
Noviembre 3 (1,54 —19,92) 89 (£2,26)
- 0.00 1,56
Diciembre 0 (0,00 - 0.73) 12 (*0,87)

*Significativo al 99 %; Chi cuadrado
IC: intervalo de confianza
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Este comportamiento fenotipico sugiere una posible estacionalidad en la
aparicion de aislamientos resistentes, con picos durante los meses intermedios
del afio que podrian coincidir con periodos de mayor presion farmacologica.
La falta de significancia estadistica de la mayoria de los valores asociados al
fenotipo indeterminado indica que estas clasificaciones podrian estar
influenciadas mas por factores técnicos, como la tolerancia intermedia o la
variabilidad en la absorcion del farmaco, que por patrones estacionales
definidos (168). Sin embargo, la recurrencia de fenotipos resistentes en meses
como febrero, abril y setiembre refuerza la hipdtesis de la existencia de

subpoblaciones resistentes emergentes en determinados periodos del afio.

La Figura 6 muestra la fluctuacion mensual de los fenotipos extremos
(susceptibles y resistentes) en los especimenes de F. hepatica evaluados
durante el afio 2023. Se observa que la mayor frecuencia de fasciolas
susceptibles se concentrd en los primeros meses del afio, con un pico en marzo,
mientras que los casos de resistencia se distribuyeron de manera mas dispersa,
con aumentos moderados en febrero, abril y setiembre. Esta distribucion
sugiere una dindmica estacional de la respuesta al TCBZ, posiblemente
influenciada por factores como el historial terapéutico de los animales, la carga
parasitaria acumulada en las pasturas o las condiciones ambientales que

favorecen ciclos parasitarios mas cortos o prolongados.
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Total

—Fasciolas Susceptibles = ——Fasciolas Resistentes

20
18

—_— e — —
SN P, PR

Porcentaje (%)

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic
Meses

Figura 6. Variacion mensual general en la distribucion de especimenes de F.
hepatica de bovinos clasificados como susceptibles o resistentes, 2023
Resulta llamativa la diferencia en la densidad de casos entre ambos fenotipos:
los susceptibles representaron un volumen notoriamente mayor en
comparacion con los resistentes, lo que respalda los hallazgos cuantitativos
presentados en las Tablas 8 a 11. Esta diferencia puede interpretarse como un
reflejo de la predominancia de aislamientos aun susceptibles al TCBZ en la
region, aunque la presencia constante de fenotipos resistentes a lo largo de
varios meses del afio indica una circulacion activa de subpoblaciones con
posible resistencia establecida. Este patron justifica la necesidad de
implementar medidas de vigilancia continua y estrategias de rotacion de
antiparasitarios, especialmente durante los periodos con mayor frecuencia de

casos mixtos o resistencia incipiente.
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La Tabla 10 resume los coeficientes de correlacion calculados entre los
distintos fenotipos de F. hepatica (susceptibles, resistentes, e indeterminados a
12 h y 24 h) y la variable temporal (meses del afio). Se emplearon los

coeficientes de Spearman y Pearson segun la naturaleza de los datos.

Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre la clasificacion fenotipica de

fasciolas de bovinos expuestas a TCBZ.SO in vitro y los meses del afio 2023

Fenotipo Coeficiente de Correlacion Meses
] Spearman (rs) 0,11
Susceptible p valor <0,001*
] Spearman (ry) —3.80
Resistente p valor 0,879
] Spearman (ry) 0,08
Indeterminado 12 h  valor 0,002 *
. Pearson (7) 1,40
Indeterminado 24 h 7 valor 0,955

*Significativo (p <0,01)

Los resultados indican una correlacion negativa débil y significativa entre el
fenotipo susceptible y los meses del afio (Spearman: —0,11; p < 0,001),
sugiriendo una ligera tendencia a la disminucion de fasciolas susceptibles hacia
los meses finales del afio. En cambio, no se halld correlacion significativa para
los fenotipos resistentes (Spearman: —3,80; p = 0,879), justificando su aparicion

esporadica y no vinculada directamente a la estacionalidad.

En relacion con los fenotipos indeterminados, se observd una correlacion
positiva muy baja y estadisticamente significativa para los individuos
clasificados a las 12 h (Spearman: 0,08; p = 0,002), mientras que para los
observados a las 24 h no se identifico correlacion estadistica relevante

(Pearson: 1,40; p = 0,955). En conjunto, los hallazgos indican que el fenotipo
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susceptible tiende a disminuir con el tiempo, mientras que los patrones de
resistencia no siguen un comportamiento temporal definido, concordando con
la hipdtesis de que la resistencia a TCBZ en F. hepatica se presenta de manera

focal, aunque con potencial de expansion.

3.2. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia relevante sobre la
heterogeneidad fenotipica de F. hepatica frente a TCBZ.SO en ensayos in
vitro, en una region hiperendémica como Cajamarca. La identificacion de una
proporcion reducida de fasciolas susceptibles (13,36 %), una presencia baja
pero preocupante de aislamientos resistentes (2,52 %) y una mayoria
significativa de casos indeterminados (84,11 %) plantea una problematica
compleja. Esta situacion refleja no solo variaciones bioldgicas propias del
parasito, sino también, la influencia de factores asociados a la presion
farmacologica del entorno, los protocolos utilizados para la evaluacion

fenotipica y las practicas de manejo ganadero en la zona.

El predominio de fenotipos indeterminados, especialmente bajo exposiciones
de 12 h, sugiere la existencia de un espectro continuo de respuesta al TCBZ.SO
que no puede ser adecuadamente explicado por un modelo dicotémico simple
de susceptibilidad/resistencia. En este contexto, para describir a aquellos
individuos que se sitian en un estado intermedio o transicional de
susceptibilidad farmacologica frente al TCBZ.SO, estudios recientes han
demostrado que F. hepatica posee la capacidad de modular sus rutas de

detoxificacion a través de la expresion diferencial de enzimas de Fase II como

64



glutation-S-transferasas (GSTs), citocromo P450 (CYP450), y proteinas de
transporte transmembrana como las P-glicoproteinas (P-gp) (51,117). Estos
mecanismos podrian conferir a ciertos individuos una capacidad adaptativa
intermedia que, en condiciones experimentales, se manifiesta con patrones
ambiguos o imprecisos de motilidad y dafio tegumentario, clasificados en este

estudio como fenotipos indeterminados.

La comparacion con reportes nacionales previos, como el de Ortiz ef al. (26),
que reportan una tasa de resistencia superior al 20 %, sugiere que la region de
Cajamarca atn no presenta una resistencia generalizada al TCBZ. Sin embargo,
la presencia de lotes con fenotipos resistentes o mixtos en meses como febrero,
abril y setiembre evidencia la existencia de focos potencialmente activos de
resistencia incipiente, los cuales podrian diseminarse si no se establecen
estrategias integradas de control oportunamente. Dicha diseminacion podria
verse favorecida por factores como la movilidad del ganado, el uso masivo de
TCBZ sin rotacion de principios activos y la deficiente fiscalizacion sobre la
calidad de los productos farmacéuticos comercializados, problemas

documentados en regiones ganaderas de América del Sur (13,110).

La estacionalidad observada en los patrones fenotipicos refuerza la necesidad
de incorporar factores ecoepidemioldgicos en el andlisis de la resistencia al
TCBZ. La mayor proporcién de aislamientos susceptibles en los primeros
meses del afio podria estar asociada a ciclos de infeccidn mas recientes, en los
cuales la presion farmacologica acumulada es aun limitada. En contraste, la

concentracion de fenotipos indeterminados y resistentes en los Gltimos meses
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podria estar relacionada con la acumulacion de tratamientos y la reexposicion
a metacercarias persistentes en el ambiente. Howell et al. (4) han sefialado que
las precipitaciones intensas en zonas geograficamente altas favorecen la
supervivencia prolongada de caracoles limneidos y facilitan ciclos de
reinfeccion continuos, lo que genera una presion selectiva constante sobre las

poblaciones de F. hepatica.

Desde el punto de vista experimental, este estudio confirma que la exposicion
prolongada (24 h) mejora la capacidad de discriminacion del bioensayo, al
reducir la proporcion de indeterminados y aumentar la deteccion de lotes
mixtos. Este hallazgo coincide con las observaciones de Kelley et al. (13),
quienes observaron que la manifestacion de dafio fenotipico en F. hepatica
suele retrasarse hasta después de las 18 h postexposicion, especialmente en
aislamientos con tolerancia parcial al TCBZ. En consecuencia, la adopcion de
protocolos extendidos y estandarizados se vuelve fundamental para

caracterizar con mayor precision la resistencia in vitro.

Para la interpretacion de estos hallazgos se requiere reconocer las limitaciones
inherentes al modelo experimental. Si bien, el sistema in vifro permite
conontrolar multiples variables y eliminar factores confusores relacionados al
hospedero, no permite evaluar aspectos clave como la farmacocinética de la
molécula, las interacciones inmunologicas ni el metabolismo hepatico.
Ademas, el entorno controlado del ensayo no reproduce con fidelidad la
dindmica de absorcion y detoxificacion que ocurre en condiciones fisioldgicas.

Por ello, estos resultados obtenidos deben complementarse con estudios in
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vivo, pruebas de reduccion de recuento de huevos (FECRT, por sus siglas en
inglés), y analisis moleculares de biomarcadores, incluyendo polimorfismos en
genes CYP450, EGFR-PI3K-mTOR-S6K, expresion de transportadores ABC

y perfiles transcriptomicos (29,30,113).

A nivel molecular, la resistencia al TCBZ ha sido asociada a cambios en
multiples rutas celulares, incluyendo la activacion de la via Ras-adenilato
ciclasa (110), la modificacion en la distribucion subcelular de GSTs (122,169),
y la alteracion del sistema tegumentario mediado por FABPs (119). Estos
mecanismos confieren a F. hepatica una notable capacidad adaptativa que
puede manifestarse fenotipicamente como una disminucion progresiva en la
eficacia del farmaco, sin requerir la presencia de una mutacion especifica,

como si ocurre en nematodos en respuesta a los benzimidazoles (109).

Desde la perspectiva de salud publica y sanidad animal, la identificacion de
aislamientos con posible resistencia en una regiéon como Cajamarca, donde la
prevalencia de fascioliasis bovina supera el 80 % en algunos mataderos (170),
constituye una amenaza real para la productividad pecuaria, la seguridad
alimentaria, y la eficacia terapéutica en humanos. Esta preocupacion se acentlia
dado que el TCBZ es actualmente el Gnico trematocida aprobado por la OMS
para el tratamiento de la fascioliasis en humanos (67). En consecuencia, se
requiere una respuesta estratégica basada en vigilancia farmacologica activa,
rotacion racional de antihelminticos, fortalecimiento de los métodos

diagnosticos, y programas de educacion dirigidos al sector ganadero.
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A la luz de los resultados obtenidos, se recomienda la implementacion de
programas regionales de vigilancia de la eficacia del TCBZ empleando
bioensayos estandarizados en combinacion con herramientas moleculares. Asi
mismo, se sugiere incorporar andlisis de genotipos circulantes y aplicar
enfoques multiomicos para profundizar en el estudio de la plasticidad
adaptativa del parasito. Estas acciones permitiran anticipar posibles escenarios
de falla terapéutica y contribuiran al disefio de politicas publicas de control mas
sostenibles y basadas en evidencia, especialmente para los contextos ganaderos

vulnerables.

Finalmente, este estudio demuestra la presencia de una poblacion
fenotipicamente heterogénea de F. hepatica en Cajamarca, caracterizada por la
presencia incipiente de focos de resistencia al TCBZ.SO y una alta proporcion
de respuestas intermedias. Estos hallazgos, contextualizados con la literatura
cientifica mas actual, exigen una reconfiguracion urgente de los métodos
diagnosticos, los programas de tratamiento y la investigacion bésica aplicada a

fascioliasis en Peru.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La presente investigacion ha evidenciado una notable heterogeneidad fenotipica en F.
hepatica frente al triclabendazol sulfoxido (TCBZ.SO) en la region de Cajamarca. La
predominancia de fenotipos indeterminados, junto con la identificaciéon de
aislamientos resistentes, sugiere la existencia de mecanismos de adaptacion o
tolerancia parcial al farmaco, lo que plantea desafios significativos para el control

efectivo de la fascioliasis en zonas hiperendémicas.

Asimismo, se ha observado que el tiempo de exposicién al TCBZ.SO influye en la
manifestacion fenotipica del parasito, con una mayor diferenciacion de fenotipos en
exposiciones prolongadas. Este hallazgo resalta la importancia de estandarizar los
protocolos de bioensayo para una evaluacién mas precisa de la susceptibilidad de F.

hepatica al farmaco.

Ademas, la variabilidad estacional en la respuesta del parasito al TCBZ.SO, con una
mayor proporcion de fenotipos susceptibles en los primeros meses del afio y un
aumento de fenotipos indeterminados y resistentes hacia los tltimos meses, indica que
factores ecologicos y practicas de manejo ganadero podrian estar influyendo en la

dinamica de la resistencia.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

A partir de los hallazgos obtenidos, se recomienda implementar programas de
vigilancia farmacologica en la region de Cajamarca, utilizando protocolos
estandarizados de bioensayo in vitro e incorporando herramientas moleculares para la
deteccion temprana de resistencia al TCBZ.SO. Estas acciones permitiran monitorear

la eficacia del farmaco y tomar decisiones informadas para su uso racional.

Asimismo, es fundamental promover la rotacion de farmacos antiparasitarios y el uso
racional del TCBZ.SO en las practicas ganaderas, con el fin de reducir la presion
selectiva y prevenir la expansion de aislamientos resistentes. Para ello, se sugiere
desarrollar programas de capacitacion y conscientizacion dirigidos a los productores
ganaderos sobre la importancia del manejo adecuado de los antihelminticos y las

implicaciones de la resistencia en la productividad y salud animal.

Finalmente, se recomienda fomentar investigaciones futuras que incorporen enfoques
moleculares y Omicos para una caracterizacion mas profunda de la diversidad genética
de F. hepatica y una comprension mas completa de los mecanismos de resistencia.
Estos estudios contribuiran al disefio de estrategias de control mas efectivas y
sostenibles, y servirdn como base para la formulacion de politicas publicas orientadas

a la mitigacion de la fascioliasis en Pert.
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ANEXOS

Anexo 1. Cortes realizados en la cara visceral de higados de bovinos en el Matadero

Municipal de Cajamarca para la inspeccion y colecta de fasciolas adultas

Anexo 2. Evaluacion de fasciolas integras y activas para la incubacion en placas de

cultivo celular con RPMI-1640 suplementado
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Anexo 3. Mantenimiento de fasciolas en incubadora a 37 °C y COzal 5 % para su

evaluacion diaria hasta la conformacion de grupos experimentales

Anexo 4. Conformacion de tres grupos experimentales con cuatro fasciolas cada uno

para la exposicion a TCBZ.SO o DMSO segun corresponda en el lote
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Anexo 6. Fasciola hepatica con ampollas visibles alrededor del borde tegumentario

luego de la exposicion con TCBZ.SO
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